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I Einleitung 
1.1 Aufbau der pflanzlichen Zellwand 
Pflanzliche Zellwände sind komplexe Strukturen, die hauptsächlich aus 
Polysacchariden, Lignin und Proteinen aufgebaut sind (Somerville et al., 2004). Die 
pflanzliche Zellwand besteht meist aus Mittellamelle und Primärzellwand, in Zellen 
einiger Gewebestrukturen, wie z.B. den Leitbündeln, wird zusätzlich noch eine 
Sekundärzellwand ausgebildet (Gibeaut und Carpita, 1994; Somerville et al., 2004). 
Die Mittellamelle entsteht während der Zellteilung aus der Zellplatte (s. Abbildung I. 
1). Samuels und Mitarbeiter konnten 1995 zeigen, dass die Zellplatte nach Fusion 
von Golgivesikeln in der Äquatorialebene und durch spätere Anlagerung von 
Polysacchariden (hauptsächlich Kallose und Zellulose) gebildet wird (Samuels et al., 
1995; Verma, 2001). Sie wächst aus der Mitte heraus zu beiden Seiten bis sie die 
Plasmamembran der Elterzelle erreicht und diese in zwei Tochterzellen teilt. 
Anschließend werden beidseitig von der Zellplatte primäre Zellwände ausgebildet. 
Die Zellplatte wird zur pektinreichen Mittellamelle (Verma und Agarwal, 1999). 
 
 
Abbildung I. 1: Schematische Darstellung der Zytokinese in Pflanzenzellen. (Jarvis et al., 2003) 
Während der Zellteilung wächst die Zellplatte aus der Mitte der Zelle, fusioniert mit der primären 
Zellwand und teilt die Elterzelle in 2 Tochterzellen. Während des Zellwachstums wird die Zellplatte zur 
Mittellamelle. 
Plasmamebran
Primäre Zellwand
Bei der Zytokinese 
wächst die Zellplatte 
aus der Mitte der 
Zelle 
Die Zellplatte teilt 
die Elterzelle in 
2 Tochterzellen Zelle1 Zelle 2
Zelle3
Während des Zellwachstums 
wird die Primäre Zellwand auf 
beiden Seiten der Zellplatte  
angelagert. Die Zellplatte wird 
zur Mittellamelle  
neue Mittellamelle 
Mittellamelle der Elterzelle 
Region der Primärzellwand die 
unterbrochen ist und so eine 
Verknüpfung der alten und neuen 
Mittellamelle ermöglicht. 
 
Falls sich Interzellularräume bilden 
sind sie hier lokalisiert 
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Die Primärzellwand wird nicht nur während der Zytokinese, sondern auch während 
des Zellwachstums gebildet und besteht bei Dikotylen, wie Arabidopsis thaliana aus 
den Hauptkomponenten Zellulose, Hemizellulose, Pektin und Proteinen (Somerville 
et al., 2004, Jamet et al., 2006). Zellulose ist in Zellulose-Mikrofibrillen organisiert. 
Die Fibrillen sind in einer hydratisierten Matrix eingebettet (Cosgrove, 1997), 
wodurch die Primärzellwand ihr hohes Maß an Flexibilität und Dehnbarkeit erlangt. 
Die sekundäre Zellwand wird in einigen Zellen nach Abschluss des Zellwachstums 
gebildet. Hierbei kommt es durch weitere Zelluloseeinlagerungen zur Verdickung 
(Gibeaut und Carpita, 1994) und durch Einlagerungen von Lignin und 
Polysacchariden zur Verstärkung der Zellwand, wobei Zellulosefibrillen in einem 
Netzwerk aus Lignin und Hemizellulosen eingebettet sind (s. Abbildung I. 2;). 
Cellulose
Lignin
Hemicellulose
 
Abbildung I. 2: Schematische Darstellung einer lignifizierten sekundären Zellwand 
(Boudet et al., 2003). 
Abbildung I. 2 zeigt schematisch eine lignifizierte sekundäre Zellwand mit den Hauptkomponenten 
Zellulose, Lignin und Hemizellulose, welche ineinander verwoben sind. 
 
Dieses Netzwerk kann zum einen durch direkte Esterbindungen von Uronsäuren 
(Hemizellulose, Pektin) und Hydroxylgruppen (Lignin), zum anderen durch direkte 
Etherbindung zwischen Polysacchhariden und Ligninen, sowie durch 
Hydroxyzimtsäure- vermittelten Bindungen von Lignin und Polysacchariden 
entstehen (Iiyama et al., 1994). Des Weiteren vermuten Iiyama und Mitarbeiter 
(1993) sowie Bacic und Mitarbeiter (1988), dass auch Hydroxyprolin-reiche und 
Glycin-reiche Proteine mit Lignin kovalent assoziiert sind. Die sekundäre Zellwand ist 
somit ligninreicher und starrer als die primäre Zellwand und kann dadurch z.B. in 
Tracheen für ausreichend Festigkeit sorgen, um dem negativen Druck in Gefäßen 
standzuhalten (Ye, 2002). 
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1.2 Lignin 
Lignine [lignum (lat.) = Holz] sind nach Zellulose die häufigsten Biopolymere. Es 
handelt sich hierbei um komplexe aromatische Heteropolymere (s. Abbildung I. 3), 
die hauptsächlich aus drei Monolignolmonomeren (p-Cumaroyl, Coniferyl und 
Sinapyl Alkohol) zusammengesetzt sind (Boerjan et al., 2003). Kommen die 
einzelnen Monolignole ausschließlich in einem Ligninmolekül vor, so spricht man von 
Hydroxyphenyl- (H)-, Guaiacyl- (G)- und Syringyl- (S)- Lignin (s. Abbildung I. 4). 
 
Abbildung I. 3: Struktur eines möglichen Lignin Polymers 
 
Die Zusammensetzung der Ligninpolymere ist variabel, das heißt, bei 
unterschiedlichen Pflanzenarten, Zelltypen und Zellwandschichten kann der 
prozentuale Gehalt der einzelnen Monolignole, sowie zusätzlicher phenolischer 
Komponenten variieren (Campbell und Sederoff, 1996). So finden sich im Lignin von 
Arabidopsis thaliana keine H-Untereinheiten, welche aus p-Courmaroyl Alkohol 
gebildet werden (s. Kapitel 1.2.1).  
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Lignine werden hauptsächlich in die Mittellammelle und die sekundäre Zellwand 
eingelagert (Saleh et al., 1967; Fujita und Harada, 1979; Takabe et al., 1981 & 1986; 
He und Terashima 1989 & 1990). Durch die Einlagerung von Lignin in Zellwände von 
Tracheen und andere Zelltypen werden beispielsweise Xylemzellen hydrophob und 
druckstabil, was den Wasser- und Nährstofftransport (Campbell und Sederoff, 1996; 
Reina et al., 2001; Boyce et al., 2004), so wie das aufrechte Wachstum (Jones et al., 
2001), ermöglicht.  
1.2.1 Monolignolbiosynthese 
Die Ligninbiosynthese beginnt mit der Synthese der Monolignole, deren prinzipieller 
Ablauf in Abbildung I. 4 und Abbildung I. 5 dargestellt ist. Phenylalanin, wird zu 
Beginn der Monolignolbiosynthese durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) 
deaminiert (Boudet et al., 2003). Hierbei wird trans-Zimtsäure gebildet, die eine 
wichtige Ausgangssubstanz für die Flavonoid-, Monolignol-, Phenylpropanoid- 
Salizylsäure- und Stilben- Biosynthese ist. Im Fall der Monolignolbiosynthese wird 
die trans-Zimtsäure anschließend durch Zimtsäure-4-Hydroxylase (C4H) und 4-
Cumarsäure:CoA-Ligase (4CL) zu 4-Cumarsäure und weiter zu p-Cumaroyl-CoA 
umgesetzt. p-Cumaroyl-CoA kann einerseits durch Cinnamoyl-CoA Reduktase 
(CCR) und Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase (CAD) zu p-Cumaryl Alkohol, dem 
ersten Monolignol, reduziert werden. Andererseits kann p-Cinnamoyl-CoA durch 
Cumarsäure 3-Hydroxylase (C3H) und p-Hydroxycinnamoyl-CoA: Quinat / Shikimat 
p-Hydroxycinnamoyltransferase (HCT) zu Caffeoyl-CoA hydroxyliert werden. 
Caffeoyl-CoA wird anschließend durch Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase 
(CCoAOMT) o-methyliert. Das so entstandene Feruloyl-CoA wird von CCR reduziert 
und es entsteht Coniferaldehyd. Dies kann einerseits von CAD zu Coniferyl Alkohol, 
dem zweiten Monolignol, reduziert und andererseits von Ferulasäure 5-Hydroxylase 
(F5H) zu 5-Hydroxyconiferaldehyd hydroxyliert werden. Anschließend entsteht nach 
einer weiteren O-Methylierung durch Kaffeesäure O-Methyltransferase (COMT) 
Sinapaldehyd. Dieses wird durch Sinapyl Alkohol Dehydrogenase (SAD) oder CAD 
zu Sinapyl Alkohol reduziert.  
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p-Hydroxyphenyl
Einheit (H)
Guaiacyl
Einheit (G)
Syringyl Einheit 
(S)
Phenylalanin
trans-Zimtsäure
p-Cumaroyl-CoA
p-Cumaryl Alkohol 
p-Cumaraldehyd
Caffeoyl-CoA Feruloyl-CoA
Coniferaldehyd
Coniferyl Alkohol 
5-Hydroxy-
coniferaldehyd Sinapaldehyd
Sinapyl Alkohol 
4-Cumarsäure 
 
Abbildung I. 4: Vereinfachte Darstellung der Monolignolbiosynthese (Boudet et al. 2003) 
PAL: Phenylalanin-Ammonium-Lyase, C4H: Zimtsäure 4-Hydroxylase, 4CL: 4-Cumarsäure:CoA-
Ligase, CCR: Cinnamoyl-CoA Reduktase, CAD: Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase, C3H: p-Cumarat 
3-Hydroxylase, HCT: p-Hydroxycinnamoyl-CoA: Quinat / Shikimat p-Hydroxycinnamoyltransferase, 
CCoAOMT: Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase, F5H: Ferulasäure 5-Hydroxylase, COMT: Kaffeesäure 
O-Methyltransferase, SAD: Sinapyl Alkohol Dehydrogenase. 
 
Pflanzen sind allerdings nicht auf diesen starren Biosyntheseweg festgelegt, sie sind 
wesentlich flexibler und haben mehr Möglichkeiten zur Monolignolbiosynthese, als in 
Abbildung I. 4 dargestellt. Deshalb soll an dieser Stelle noch kurz auf den 
vollständigen, soweit bis heute bekannten, Syntheseweg eingegangen werden 
(Boerjan et al., 2003). In Abbildung I. 5 ist der oben vorgestellte Syntheseweg grau 
hinterlegt dargestellt. Es fällt auf, dass Pflanzen auf den Ebenen der Säuren, 
aktivierten Säuren, Aldehyde und Alkohole Zwischenprodukte bilden und so die 
Möglichkeit haben flexibel in die nachfolgende Ebenen zu wechseln. So ist es 
beispielsweise, zusätzlich zum zuvor beschriebenen Weg, möglich von p-
Cumarsäure über Kaffeesäure, Ferulasäure, 5-Hydroxyferulasäure und Sinapinsäure 
auf Ebene der Säuren zu Sinapoyl-CoA und über Sinapylaldehyd zu Sinapyl Alkohol 
zu gelangen. 
 I Einleitung 
 6 
 
Abbildung I. 5: komplexe Darstellung der Monolignolsynthese (Boerjan et al. 2003) 
PAL: Phenylalanin-Ammonium-Lyase, C4H: Zimtsäure 4-Hydroxylase, 4CL: 4-Cumarsäure:CoA-
Ligase, CCR: Cinnamoyl-CoA Reduktase, CAD: Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase, C3H: p-Cumarat 
3-Hydroxylase, HCT: p-Hydroxycinnamoyl-CoA: Quinat / Shikimat p-Hydroxycinnamoyltransferase, 
CCoAOMT: Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase, F5H: Ferulasäure 5-Hydroxylase, COMT: Kaffeesäure 
O-Methyltransferase, SAD: Sinapyl Alkohol Dehydrogenase. 
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1.2.2 Cinnamoyl CoA Reduktase (CCR) Gene 
In dieser Arbeit wurden die CCR Gene mit Hilfe von Mutanten detailliert untersucht, 
daher soll hier kurz auf die Bedeutung der CCR Gene und deren Genprodukte 
genauer eingegangen werden.  
Die CCR Gene kodieren für die Cinnamoyl-CoA Reduktase (EC 1.2.1.44). Diese 
katalysiert die Umsetzung der Cinnamoyl-CoA Ester (p-Cumaroyl-CoA, Feruloyl-CoA 
und Sinapoyl-CoA) in die zugehörigen Zimtaldehyde (Cumaraldehyd, 
Coniferylaldehyd, Sinapylaldehyd s. Abbildung I. 6).  
Cumaroyl -CoA Cumaraldehyd
+ NADPH
+ NADPH
+ NADPH
+ NADP+ +  Coenzym A  
+ NADP+ +  Coenzym A  
+ NADP+ +  Coenzym A  
Feruloyl-CoA
Sinapoyl-CoA
Coniferyl Aldehyd
Sinapyl Aldehyd
CCR
CCR
CCR
CoA
 
Abbildung I. 6: Reaktionsschema der von der Cinnamoyl CoA Reduktase katalysierten 
Reaktionen (Quelle: http://biocyc.org) 
Durch Cinnamoyl-CoA Reduktase werden Cinnamoyl-CoA Ester, wie p-Cumaroyl-CoA, Feruloyl-CoA 
und Sinapoyl-CoA in die zugehörigen Aldehyde umgewandelt. 
 
1997 wurde eine CCR cDNA aus Eucalyptus gunnii von Lacombe und Mitarbeitern 
kloniert und charakterisiert (Lacombe et al., 1997). Sie konnten zeigen, dass das 
CCR Gen in Eukalyptus für ein etwa 1,3 kb großes Transkript kodiert, dessen 
Expression in Blättern, jungen Stängeln und Wurzeln nachgewiesen wurde. 
Außerdem konnten sie eine CCR Expression im sich differenzierendem Xylem von 
Pappeln nachweisen (Lacombe et al., 1997). 1998 untersuchten Pichon und 
Mitarbeiter (Pichon et al., 1998) zwei CCR Gene in Mais, welcher als wichtige 
Futterpflanze und zur Energiegewinnung industriell von Interesse ist. Pichon und 
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Mitarbeiter zeigten, dass CCR1 und CCR2 in Mais unterschiedlich exprimiert werden. 
CCR1 wurde stark in Stängel, Wurzeln und Blättern, CCR2 dahingegen nur schwach 
in den Wurzeln exprimiert. Lauvergeat und Mitarbeiter (Lauvergeat et al., 2001) 
zeigten, dass es in Arabidopsis thaliana ebenfalls zwei CCR Gene gibt, die 
differentiell exprimiert werden. Rekombinante CCR1 und CCR2 setzten in vitro beide 
Feruloyl-CoA als bevorzugtes Substrat um, wobei der Umsatz durch CCR1 fünf Mal 
höher war, als der von CCR2. Außerdem wiesen Lauvergeat und Mitarbeiter nach, 
dass CCR1 stark in Gewebe mit aktiven Lignifizierungsprozessen (Stängel, Blüten, 
Blätter) exprimiert wurde, in denen jedoch keine CCR2 Expression gezeigt werden 
konnte. CCR2 Induktion erfolgte außerdem nach inkompatibler Xanthomonas 
campestris Infektion, was wiederum für CCR1 nicht galt. 
Kawasaki et al. (2006) konnten eine Verbindung einer Reis Cinnamoyl-CoA 
Reduktase und Rac1, einer kleinen GTPase herstellen (s. Abbildung I. 7). Rac1 liegt 
in der inaktiven Form vor, wenn es an GDP gebunden ist und in der aktiven Form, 
sobald GDP zu GTP umgewandelt wird. Kawasaki und Mitarbeiter konnten zeigen, 
dass Rac1, welches eine wichtige Rolle bei der pflanzlichen Abwehr spielt, da es die 
NADPH Oxidase-abhängige Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies reguliert, mit 
CCR1 interagiert. Bindet das aktive Rac1 an CCR1, so kommt es zur Erhöhung der 
CCR1 Enzymaktivität, was wiederum zu einer vermehrten Ligninsynthese in 
Reiszellkulturen führte. 
 
Abbildung I. 7: Model der Interaktion zwischen aktivem Rac1 und CCR1 in Reis (Kawasaki et 
al., 2006) 
Abbildung I. 7 zeigt das Model der Interaktion zwischen Rac1 und CCR1. Wird über einen Rezeptor 
ein Pathogen oder Elicitor wahrgenommen, kommt es Aktivierung von Rac1, welches in seine GTP-
Rac1 Form übergeht. Das aktive Rac1 aktiviert nun seinerseits die NADPH Oxidase und es kommt zur 
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Synthese von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) wie H2O2 und O2-. Außerdem wird durch die 
Bindung von Rac1 an CCR1 dessen Aktivität erhöht und es werden vermehrt Monolignole gebildet, 
welche anschließend mit Hilfe der ROS polymerisiert werden. 
 
Leplé und Mitarbeiter (2007) untersuchten transgene Pappeln, in denen die 
Transkripthäufigkeit von CCR, durch Einbringen von CCR-Antisense-Konstrukten, 
verringert war. In diesen Pflanzen war der Ligningehalt um circa 50% reduziert und in 
Xylem der Pappeln war eine orange-braune Färbung zu erkennen, die 
wahrscheinlich aus dem Einbau von Ferulasäure ins Ligninpolymer resultierte. 
Außerdem konnten sie zeigen, dass die Reduktion im Ligningehalt mit einem 
erhöhten Zelluloseanteil einherging. Eine Erhöhung des Zellulose- und eine 
Verringerung des Ligninanteils im Holz bedeutet eine Verbesserung der 
Eigenschaften für die Papierherstellung (s. Kapitel 1.2.5), allerdings waren alle 
transgenen Pappeln im Wachstum beeinträchtigt. 
1.2.3 Polymerisierung der Monomere und deren Transport zur Zellwand 
Die Polymerisierung der Ligninmonomere ist bis heute ein Streitpunkt unter 
Wissenschaftlern. Zurzeit werden zwei Modelle kontrovers diskutiert, das 'Random 
coupling’- (s. Kapitel 1.2.3.1) und das 'Dirigent’-Modell (s. Kapitel1.2.3.2). 
1.2.3.1 Das 'Random coupling’-Modell 
Monolignole, die im Cytoplasma (Donaldson, 2001) synthetisiert (s. Kapitel 1.2.1) 
werden, müssen zum Apoplast, dem Ort ihrer Polymerisation, transportiert werden. 
Whetten und Sederoff (1995) schlagen vor, dass die Monolignole hierfür in Form von 
Glukosiden transportiert werden. Schon Freudenberg und Harkin (1963) konnten in 
ihrer Arbeit zeigen, dass der 'Cambial Sab'1 von Koniferen hohe Konzentrationen der 
drei Monolignolglukoside beinhaltet. Diese stellen vermutlich die Speicherformen der 
Monolignole dar, die zur Lignifizierung der sich entwickelnden Tracheen benötigt 
werden. Bei Arabidopsis thaliana konnten Uridin Diphospho (UDP)-Glykosyl-
transferasen (UDPGs) identifiziert werden, deren rekombinante UDPGs in der Lage 
waren z.B. Sinapyl Alkohol durch 4-O-Glycosylierung zu Syringin umzuwandeln, 
sowie Coniferyl Alkohol zu Coniferin (Lim et al. 2001). Wenn aber Monolignole 
wirklich in Form von Glykosiden transportiert werden, muss vor der Polymerisation 
der Zuckerrest abgespalten werden. Darmawardhana et al. (1999) ist es gelungen 
                                                 
1Trockenmasse eines wässrigen, zellfreien Extraktes aus differenzierendem Xylem 
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eine Coniferin β-Glukosidase zu klonieren, die das Glukosid von Cinnamoyl Alkohol 
abspalten kann und somit Cinnamoyl Alkohol zur weiteren oxidativen 
Polymersisierung bereitstellt. Weiterhin konnten Samuels et al. (2002) zeigen, dass 
die Coniferin β-Glukosidase extrazellulär in der sekundären Zellwand lokalisiert ist. 
Er schlägt vor, dass die Monolignole über Golgi-vermittelte Sekretion zur Zellwand 
gelangen und dort in der Mittellamelle und sekundären Zellwand polymerisiert 
werden. 
Nach dem Transport zur Zellwand werden die Monolignole nun von verschiedenen 
Enzymen, Peroxidasen, Laccasen, Polyphenol Oxidasen, und Coniferyl Alkohol 
Oxidasen, in Monolignolradikale umgewandelt (Christensen et al., 2000). Allerdings 
ist noch unklar welches Enzym oder welche Kombination von Enzymen dafür 
verantwortlich ist. 2002 haben Önnerud et al. vorgeschlagen, dass ein Redox-
shuttle / Peroxidase-System an der Polymerisierung der Monolignolradikale beteiligt 
ist. Nach Hatfield und Vermerris (2001) werden die Monolignole wie in Abbildung I. 8 
dargestellt über eine Zellwand gebundene Peroxidase und H2O2 gebildet und 
diffundieren zum Ligninpolymer. Anschließend können die Monomere entweder ihren 
höheren Oxidations-Status an das Ligninpolymer abgeben, oder, wenn das Polymer 
einen höheren Oxidations-Status hat, durch eine oxidative Verknüpfung kovalent an 
das Ligninpolymer gebunden werden. 
Diffusion der 
Monolignole durch 
die Wandmatrix 
zur Peroxidase
H2O2
Zellwand gebundene Peroxidase
Ligninpolymer
(ohne Radikal)
Ligninpolymer
(mit Radikal)
 
Abbildung I. 8: Das 'Random coupling' Modell zur Ligninpolymerisation, nach Hatfield und 
Vermerris (2001).  
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Die dargestellte Ligninpolymerisierung basiert auf einer Arbeit von Brunow (1998). Neu gebildete 
Monolignole diffundieren durch die Wandmatrix und werden durch Zellwand-gebundene Peroxidasen 
und H2O2 in Monolignolradikale umgewandelt. Diese diffundieren zum Ligninpolymer. Hat das 
Monolignol einen höheren oxidativen Status als das Ligninpolymer, wird dieser auf das Polymer 
übertragen, das Monolignol kehrt seinen Grundstatus zurück und kann erneut durch die Peroxidase 
radikalisert werden. Hat allerdings das Ligninpolymer einen höheren oxidativen Status als das 
Monolignolradikal, wird durch oxidative Verknüpfung eine kovalente Bindung zwischen Monolignol und 
Ligninpolymer hergestellt. 
 
1.2.3.2 Das 'Dirigent'-Modell 
Eine weitere Möglichkeit zur Polymerisierung der Monolignole wurde von Davin und 
Lewis (1995, 2000, 2005, Davin et al., 1997, Gang et al., 1999) vorgeschlagen. Sie 
sind der Meinung, dass mit Hilfe von Dirigent Proteinen die Zusammensetzung von 
Ligninpolymeren streng reguliert wird und nicht wie im 'Random coupling’-Modell (s. 
Kapitel1.2.3.1) zufällig geschieht. 
Davin und Lewis sind davon überzeugt, dass Dirigent Proteine für die gezielte 
Verknüpfung von Monolignolen und Dimeren verantwortlich sind. Ihnen gelang 1997, 
ein 78 kDa großes Protein zu extrahieren. Dieses Protein besaß selbst keine 
katalytische Aktivität und kein katalytisch aktives Zentrum. Allerdings konnte es in 
Anwesenheit von Oxidasen die Verknüpfung zweier Monolignolradikale bewirken. 
(Davin et al., 1997). Das gefundene Dirigent Protein ist ein Glycoprotein, dessen 
korrespondierendes Gen für ein natives Protein mit 18 bis 19 kDa kodiert (Gang et al. 
1999). 
 I Einleitung 
 12 
Diffusion der 
Monolignole durch 
die Wandmatrix 
zur Peroxidase
Zellwand gebundene 
Peroxidase
oder oder oder oder
Radikal 
Binde-
stelle
 
Abbildung I. 9: Dirigent Modell zur Ligninpolymerisation, nach Hatfield und Vermerris, 2001  
Monomere werden erst zu regio- und stereospezifischen Dimeren verknüpft, anschließend müssen sie 
wiederum miteinander verbunden werden, um nach und nach ein Ligninpolymer zu bilden. Je nach 
Dirigent Protein, erfolgt die Verknüpfung an unterschiedlichen Stellen des Moleküls, sodass 
verschiedene Bindungen möglich sind. 
 
In Abbildung I. 9 ist das Dirigent Modell dargestellt. Es zeigt, wie zwei Monolignole zu 
einem Dimer verbunden und anschließend mit Hilfe verschiedener Dirigent Proteine 
unterschiedlich verknüpft werden können, um danach ins vorhandene Ligninpolymer 
eingebaut zu werden. Evtuguin und Amado konnten 2003 Hexamere von Coniferyl- 
und Sinapyl-Alkoholmonomeren nachweisen und so einen Beweis für das Dirigent 
Modell liefern. 
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1.2.4 Ökonomische Aspekte von ligninreduzierten Pflanzen 
Lignin ist aufgrund seines hohen Anteils an der pflanzlichen Biomasse, von 
industriellem Interesse. Papier- und Futtermittelindustrie sind besonders an 
ligninreduzierten Pflanzen interessiert, da Zellulose, die bei der Herstellung von 
Zellstoff und im Tierfutter eine wichtige Komponente ist, in ein Netzwerk aus 
Hemizellulose und Lignin einbettet ist. Lignin ist schwer abbaubar und behindert 
somit die Verwertung von Zellulose, was der Grund für das starke Interesse der 
Industrie an ligninreduzierten Pflanzen ist. 
1.2.5 Rolle von Lignin in der Papierindustrie  
 
Papier besteht aus drei Komponenten: Faserstoffe, Füllstoffe und Leim. Faserstoffe 
werden aus Zellulosefasern des Holzes gewonnen und man unterscheidet zwischen 
Holz- und Zellstoff. Durch eine Mischung der beiden Stoffarten können Papiere mit 
unterschiedlichen Eigenschaften produziert werden. 
Die Herstellung von Holz- und Zellstoff wird durch mechanische, thermomechanische 
und chemisch-thermomechanische Zerfaserung oder chemischen Aufschluss des 
Holzes erreicht (Baucher et al., 2003). Für 2007 liegt die geschätzte weltweite 
Faserstoffproduktion bei 181.109 Tausend Tonnen. 13,52% wurden aus 
mechanischem Aufschluss, 9,81% aus thermomechanischem und 69,54% aus 
chemischem Holzaufschluss gewonnen (Food and Agriculture Organisation, 2005). 
1.2.5.1 Mechanischer Aufschluss 
Der mechanische Aufschluss erfolgt entweder durch Steinschliff oder 
Refinderdruckschliff des Nadelholzes. Hierbei resultiert der Aufschluss durch 
zermahlen der Holzschnitze bei hohen Temperaturen zwischen 105°C und 180°C 
(Möbius, 2002). Die Ausbeute an Holzstoff beträgt 93 - 95% (Baucher et al., 2003). 
1.2.5.2 Chemisch-thermomechanischer Aufschluss 
Zur Verbesserung der Papierqualität wird eine Kombination aus mechanischem, 
thermischem und chemischem Aufschluss verwendet. Hier wird durch chemische 
Vorbehandlung der Holzschnitze die Zerfaserung verbessert. Das im Holz enthaltene 
Lignin wird durch die chemische Behandlung hydrophil, was den Anteil gelöster 
Ligninverbindungen im Abwasser erhöht (Möbius, 2002; Baucher et al., 2003). Für 
diese Methode kann sowohl Laub- als auch Nadelholz verwendet werden. Die 
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Ausbeute des Holzstoffes ist mit 80 - 90% etwas niedriger als nach mechanischem 
Aufschluss. 
Zur Bleichung von Holzstoffen aus mechanischem oder chemisch-
thermomechanischem Aufschluss werden zwei Methoden, auch in Kombination 
verwendet. Durch den Einsatz von Natriumhydrogensulfit oder Natriumdithionit 
(Hydrogensulfit Bleiche) und Wasserstoffperoxid (oxidierende Bleiche) (Möbius, 
2002) werden die Chromophoren aus dem Lignin entfernt (Baucher et al., 2003). 
1.2.5.3 Chemischer Aufschluss 
Ziel des chemischen Holzaufschlusses ist Lignin aus den Holzfasern heraus zu lösen 
und zu entfernen. Außerdem sollen die Fasern an der Mittellamelle ohne 
Beschädigung voneinander getrennt werden (Baucher et al., 2003). Dazu kocht man 
Holzschnitze in sauren oder alkalischen Lösungen, wobei Lignin und Hemizellulosen 
größtenteils entfernt werden. Man unterscheidet zwischen Sulfat- oder Kraft- und 
Sulfitverfahren. Das Sulfatverfahren ist für alle Holzarten geeignet, und das meist 
verwendete Verfahren weltweit (80%). Holzschnitze werden hier bei 170 - 190°C in 
einer wässrigen Lösung aus Natronlauge, Natriumsulfat und z. T. Soda gekocht, was 
zur Ionisierung phenolischer OH-Gruppen und somit zur Lösung der Vernetzungen 
im Lignin führt (Möbius, 2002). 
Das Sulfitverfahren ist nur für Holzarten wie Fichte und Laubholz geeignet, die silikat- 
und harzarm sind und ist in Deutschland das meist verwendete Verfahren. 
Holzschnitze werden in schwefliger Säure 7 - 10 Stunden bei 125 - 145°C gekocht. 
Nachdem Kochvorgang können wasserlösliche Lignin-Bruchstücke entfernt werden 
sodass ein ligninarmer Faserstoff entsteht (Möbius, 2002; Baucher et al., 2003). 
Die Ausbeute des Zellstoffes nach chemischem Aufschluss liegt bei 40 - 55% des 
eingesetzten Holzes. Zum Erreichen eines hohen Weißgrads muss auch der Zellstoff 
gebleicht werden. Früher war die Chlorbleiche weit verbreitet, nun wird aus 
Umweltschutzgründen größtenteils darauf verzicht. Bei den heute verwendete 
Verfahren (ECF- (ElementarChlorFrei) und TCF- (TotalChlorFrei) Verfahren), werden 
Chlordioxid bzw. Sauerstoff und H2O2 eingesetzt (Baucher et al., 2003; Süss, 2006).  
 
Bei Untersuchungen an transgenen zwei- und vierjährigen Pappeln, die das Gen für 
die Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase (CAD) als Antisense exprimierten, konnten 
Lapierre et al. (1999) und Pilate et al. (2002) zeigen, dass Pappeln mit einer bis zu 
85% reduzierten CAD Enzymaktivität einen höheren Anteil an freien Phenolen im 
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Ligninpolymer enthalten (Lapierre et al., 1999). Außerdem zeigten sie nach einem 
Kraftaufschluss verbesserte Eigenschaften, wie eine einfachere Delignifizierung, bei 
der weniger Chemikalien benötigt wurden, sowie einen höheren Ertrag an 
hochwertigem Zellstoff (Lapierre et al., 1999; Pilate et al., 2002). 
1.2.6 Rolle von Lignin in der Futtermittelindustrie 
Die Qualität des Futtermittels wird durch das darin enthaltene Lignin beeinträchtigt. 
Die Verknüpfung von Lignin mit Zellulose senkt deren Verfügbarkeit um bis zu 50% 
bei Luzerne und um 30-40% bei Gräsern (Pickardt und de Kathen, 2004). Für 
Luzerne hat man bereits Linien (Antisense- und Überexpressionslinien), mit einem 
um 10 % reduzierten Ligningehalt entwickelt. Es wurde durch eine Verringerung der 
Transkriptmenge von COMT, die Ligninzusammensetzung verändert, so dass sich 
das Verhältnis von S- zu G- Einheiten erhöhte. In Fütterungsstudien konnte gezeigt 
werden, dass sich durch die veränderte Ligninzusammensetzung die Verdaubarkeit 
der Luzerne bei Rindern um circa 7% erhöhte. (s. 
http://www.mbrservices.com/cooppartners/viewArticle.cfm?ID=1426). 
Außerdem konnten Guo et al. (2001) zeigen, Luzerne Pflanzen in denen die 
Transkripthäufigkeit von CCoAOMT verringert war, die Verdaubarkeit um 6% höher 
war, als bei den Kontrollpflanzen (s. Abbildung I. 10) 
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Abbildung I. 10: Verdaubarkeit von Luzerne-Grünfutter im Pansen (Guo et al., 2001) 
In Abbildung I. 10 ist die Verdaubarkeit von Luzerne-Grünfutter im Pansen für die Kontrolllinien 2 und 
48, sowie die Linien mit verringerter COMT (SC5 und AC310) und CCoAOMT (ACC305 und ACC315) 
Transkripthäufigkeit, in einem Zeitfenster von 70 Stunden dargestellt. Hierfür wurde gemahlenes 
Luzerne-Grünfutter verpackt in Nylonsäcken in Pansen fistulierter Ochsen gebracht und nach 12, 24, 
36 oder 72 Stunden Verdauung entfernt. Die Verdaubarkeit wurde anhand des Gewichtsunterschieds 
des gefriergetrockneten Inhalts der Säcke vor und nach der Verdauung errechnet. 
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Mit der Erhöhung der Verdaubarkeit von Futterpflanzen erhöht sich auch der 
Energiegehalt der Pflanze. Dies führt unter anderem zu höheren Milchleistungen und 
schnellerer Gewichtszunahme bei Kühen. (Pickardt und de Kathen, 2004). Laut 
Schätzungen des US Dairy Forage Research Center könnte eine 10%ige Erhöhung 
der Verdaubarkeit die jährliche Milch und Fleischproduktion (in den USA) um ca. 350 
Mio. $ erhöhen. 
Aufgrund des hohen Ligningehalts von Nutzpflanzen müssen circa 50% der 
produzierten Biomasse als Abfall entsorgt werden, was sowohl eine ökologische als 
auch eine ökonomische Belastung ist. Gressel und Zilberstein (2003) schlussfolgern, 
dass durch eine Nutzbarmachung eben dieser Biomasse auch die Tierproduktion in 
Europa um etwa 35% erhöht werden könnte. 
Daher ist es offensichtlich, dass auch die Futtermittelindustrie ein großes Interesse 
an Pflanzen mit reduziertem Ligningehalt hat, die trotzdem Pathogenangriffen 
standhalten können. Mit Hilfe dieser Pflanzen könnte die Verwertbarkeit von 
Futterpflanzen gesteigert werden. 
1.2.7 Lignifizierung nach Verwundung und Pathogenangriff 
Es wird seit längerem gezeigt, dass eine Lignifizierung von pflanzlichem Gewebe als 
Antwort auf Umweltreize wie Verwundung, mechanischem Stress, aber auch nach 
Pathogenangriffen induziert wird (Vance et al., 1980, Moerschbacher et al., 1990). 
Moerschbacher und Mitarbeiter konnten zeigen, dass resistente Weizenpflanzen 
nach Infektion mit avirulentem Puccinia graminis an der Infektionsstelle lignifiziert 
werden. Wenn allerdings vor der Infektion eine CAD-Inhibitor-Gabe erfolgte, traten in 
Folge der Infektion weniger lignifizierte nekrotische Wirtzellen auf, dafür konnte sich 
der Pilz besser vermehren und teilweise konnte auf einigen Blättern eine Sporulation 
des Pilzes beobachtet werden.  
Da eine erhöhte Lignifizierung als Folge von Infektionen beobachtet werden konnte, 
vermuteten mehrere Autoren (Vance et al., 1980, Lange et al., 1995), dass Lignin 
eine nicht abbaubare mechanische Barriere für viele Mikroorganismen darstellt und 
somit in der Pflanzenabwehr eine tragende Rolle spielt. Ride (1978) schlägt fünf 
Wege vor, wie Lignifizierung von pflanzlichem Gewebe das pilzliche Wachstum 
erschweren oder verhindern kann:  
Lignifizierte Zellwände sind resistenter gegen mechanische Penetration (Wardrop, 
1971). Außerdem sie sind resistenter gegen die Auflösung der Zellwand durch 
pilzliche Enzyme (Ride und Pearce, 1979). Weiterhin könnte eine Lignifizierung der 
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Zellwände die Diffusion von Enzymen und Toxinen des Pilzes zum Wirt, bzw. von 
Wasser und Nährstoffen vom Wirt zum Pilz beeinträchtigen und erschweren. Ebenso 
können phenolische Ligninvorstufen und freie Radikale, die während der 
Polymerisierung gebildet werden, pilzliche Membranen, Enzyme, Toxine und 
Elizitoren inaktivieren (Heitefuss und William, 1976; Keen und Littlefield, 1979). 
Weiterhin könnten pilzlichen Hyphen lignifiziert und somit am weiteren Wachstum 
gehindert werden. Die Zellwände der Pilze enthalten Chitin, Zellulose und 
hydroxyprolinreiche Proteine die als Matrix zur Polymerisierung der Ligninvorstufen 
dienen können (Siegel, 1957; Whitmore, 1978 a+b). 
Asada und Matsumoto (1967, 1969, 1972) fanden bei Infektionsversuchen von 
japanischen Rettichwurzeln mit Alternaria japonica und Peronospora parasitica 
Hinweise dafür, dass Lignin als Antwort auf einen Pathogenangriff gebildet wird. 
Später konnten Friend und Mitarbeiter (Friend 1973, 1976; Friend et al., 1973) 
zeigen, dass nach Infektion von Kartoffeln mit Phytophtora infestans der Ligningehalt 
zwischen 20% und 100% erhöht war. Da die Erhöhung des Ligningehalts bei 
hypersensitiv resistenten Sorten größer war als bei anfälligen, schlossen sie, dass 
eine Lignifizierung um die Infektionsstelle eine Rolle bei der Begrenzung der 
Pathogenausbreitung in hypersensitiven Knollen spielt. Weiterhin konnten Lee et al. 
(2001) zeigen, dass es in Arabidopsis Blättern nach Infiltration mit Pseudomonas 
syringae pv. maculicola avrB zur vermehrten Einlagerung von Lignin kommt. Menden 
und Mitarbeiter zeigten 2007, dass Weizenzellen resistenter Kultivare nach Infektion 
mit dem biotrophen Rostpilz Puccinia graminis f. sp. tritici während der 
hypersensitiven Reaktion syringylreiches Lignin einlagern und somit zur Abwehr des 
Pathogens beitragen. Mitchel und Mitarbeiter konnten 1994 zeigen, dass auch nach 
Infektion mit Botrytis cinerea, sowie nach Elicitor-Behandlung in Weizenblättern 
vermehrt syringylreiches Lignin gebildet wurde (Menden et al., 1994; Mitchell et al., 
1994). Die Zusammensetzung von Lignin, das als Folge von Abwehrreaktionen 
gebildet wurde, unterscheidet sich von dem Struktur-Lignin, das während der 
Entwicklung von vaskulärem Gewebe gebildet wird (Lange et al. 1995; Hawkins und 
Boudet, 2003). Daher vermuten Lange und Mitarbeiter, dass es zwei unabhängige 
Signaltransduktionswege geben muss, einen verantwortlich für die Entwicklung von 
vaskulärem Gewebe und einen für die Lignifizierung in der Pflanzenabwehrreaktion. 
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1.3 Pflanzenabwehr 
Pflanzen sind Angriffen einer großen Vielfalt von Pathogenen, wie Bakterien, Pilzen 
und Oomyceten, ausgesetzt. Zum Schutz vor Pathogenangriffen haben Pflanzen im 
Laufe der Evolution mehrere Resistenzmechanismen entwickelt. Sie verfügen zum 
einen über ein 'angeborenes Immunsystem’. Hierzu zählt die Basale Resistenz (s. 
Kapitel 1.3.1) und die Gen-für-Gen vermittelte, oder rassenspezifische Resistenz (s. 
Kapitel 1.3.2). Zum anderen können aber auch ganze Pflanzenspezies gegenüber 
einem bestimmten Pathogen resistent sein. Man spricht dann von einer Nichtwirt-
Resistenz (s. Kapitel 1.3.3). Nach einem Befall virulenter oder avirulenter Pathogene 
zeigen einige Pflanzen eine erhöhte Resistenz gegenüber nachfolgenden 
Infektionen. Wenn diese induzierte Resistenz nicht auf den Bereich der ersten 
Infektion begrenzt ist, spricht man von Erworbener Resistenz (systemic acquired 
resisteance SAR) (Ryals et al., 1996; Durrant und Dong, 2004; Grant und Lamb, 
2006; Truman et al., 2007). 
1.3.1 Basale Resistenz 
Die Basale Resistenz stellt einen Teil des 'angeborenen Immunsystems’ dar. Hier 
spielen besonders unspezifische Moleküle, wie allgemeine Elicitoren sowie PAMPs 
(pathogen associated molecular patterns)und MAMPs (Microbe-associated molecular 
patterns) eine Rolle. Dies können sowohl intrazelluläre (EF-Tu) als auch Strukturen 
auf der Pathogenoberfläche (LPS) sein (Bittel und Robatzek, 2007).  
Sie werden von Membran-durchspannenden PR (pattern recognition) - Rezeptoren 
außerhalb der Plasmamembran erkannt. Anschließend kommt es in der Zelle zur 
Aktivierung einer MAP Kinase (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase) vermittelten 
Signalkaskade (Pedley und Martin, 2005). Dies führt zu Veränderungen der 
Metabolite und Transkripte in der Zelle und vermittelt somit Resistenzen gegen 
bestimmte Pathogene (He et al., 2007).  
Flagellin ist charakteristisch für begeißelte Bakterien und ist ein typischer bakterieller 
Elicitor zur Auslösung der Basalen Resistenz. Ein synthetisches 22 Aminosäuren-
langes Peptid, das dem hoch konservierten Aminoterminus bakterieller Flagelline 
entspricht, wird von Arabidopsis erkannt (Felix et al., 1999) und löst in Keimlingen 
den Einbau von Kallose und PR-Gen Induktion aus (Gómez-Gómez et al., 1999). 
FLS2 ist das zugehörige Rezeptorprotein in Arabidopsis thaliana, welches in der 
Lage ist Flagelline zu erkennen. FLS2 kodiert für eine die Plasmamembran 
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durchspannende Rezeptorkinase. Nach Ligandenbindung wird eine Signalkaskade 
ausgelöst, was eine erhöhten Resistenz gegen pilzliche (Botrytis cinerea) und 
bakterielle (Pseudomonas syringae) Erreger zur Folge hat, allerdings ohne dass es 
zur Ausbildung einer hypersensitiven Reaktion kommt (Asai et al., 2002). 
1.3.2 Gen-für-Gen vermittelte Resistenz oder rassenspezifische Resistenz 
Eine Grundlage der rassenspezifischen Resistenz ist die Gen-für-Gen Hypothese 
nach Flor (1942, 1954, 1971). Sie besagt, dass spezielle Faktoren einer 
Pathogenrasse (Effektoren oder auch Avirulenzfaktoren) durch den zugehörigen 
Rezeptor in der Pflanze erkannt werden. Besitzt die Pflanze mindestens einen 
passenden Rezeptor, kodiert durch Resistenzgene (R-Gene), wird die 
Pflanzenabwehr eingeschaltet und das Wachstum des Pathogens verlangsamt oder 
verhindert und man spricht von einer inkompatiblen Interaktion. Im Gegensatz dazu 
steht die kompatible Interaktion, in der das Pathogen, aufgrund fehlender Rezeptoren 
in der Pflanze, oder fehlender Effektoren im Pathogen, nicht erkannt werden kann. 
Somit können sich diese in der Pflanze vermehren und sie wird krank. 
Im Arabidospis Col-0 Genom gibt es etwa 125 R-Gene (Jones und Dangl, 2006), die 
für Rezeptorproteine kodieren. Sie besitzen eine zentrale putative 
Nukleotidbindestelle (NB) und eine C-terminale Leucin-reiche Repetitivsequenz 
(LRR). LRRs sind charakteristisch für Proteininteraktionsdomänen (McDowell und 
Woffenden, 2003; Meyers et al., 2005). Die meisten bisher untersuchten NB-LRR 
Rezeptorproteine erkennen Effektorproteine indirekt. R-Proteine überwachen die 
Folgen des Eingriffs der Effektoren in den Wirtszellen, entsprechend der 'Guard 
Hypothese’ (Van Der Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones, 2001; Van der 
Hoorn et al., 2002). 
1.3.2.1 Die 'Guard Hypothese’ 
Die Guard Hypothese besagt nach Jones und Dangl (2006): 
• dass Effektoren, die als Virulenzfaktoren wirken, ein Zielmolekül in der 
Wirtszelle besitzen 
• dass bei Veränderungen des Zielmoleküls der Effektor zum Erfolg des 
Pathogens in suszeptiblen Pflanzen beiträgt 
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• dass nach Eindringen eines Effektors in die Wirtszelle das Zielmolekül eine 
Substanz generiert, welche das zugehörige NB-LRR Rezeptorprotein aktiviert 
(s. Abbildung I. 11) 
Als Beispiel für die 'Guard Hypothese' gelten die RIN4 - RPM1 (Mackey et al., 2002) 
und RIN4 - RPS2 (Axtell und Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2003) Interaktionen 
(s. Abbildung I. 11).  
 
Pseudomonas syringae
anfällige
Pflanze
resistente
Pflanze
geringeres Wachstum des Pathogens
erhöhte Virulenz durch die Aktivität von
AvrRpt2 auf RIN4 oder andere Zielmoleküle
 
Abbildung I. 11: Aktiverung des Immunsystems durch Effektoren (Jones und Dangl, 2006) 
Nach einer Pseudomonas syringae Infektion wird RIN4 in der Pflanze durch den Pseudomnonas 
syringae Effektor AvrRpt2 abgebaut. Bei resistenten Pflanzen wird RPS2 durch den AvrRpt2 -
vermittelten RIN4 Abbau aktiviert und Abwehrreaktionen, wie die Hypersensitive Reaktion, werden 
ausgelöst. In anfälligen Pflanzen, in denen kein RPS2 vorliegt, werden keine Abwehrreaktionen 
ausgelöst und die Pflanzen werden krank. Hellblaue Ellipsen stellen in diesem Modell bislang noch 
unbekannte Proteine dar. 
 
RIN4 wurde als Zielmolekül vieler Effektoren identifiziert. Es ist ein, mit 211 
Aminosäuren (Mackey et al., 2002) kleines, acetyliertes und Plasmamembran-
assoziiertes Protein (Mackey et al., 2003). RPS2 ist ein ebenfalls Plasmamembran-
assoziiertes (Axtell und Staskawicz, 2003) NB-LRR Protein, welches Resistenz 
gegenüber dem von Pseudomonas exprimierten Effektor AvrRpt2 vermittelt (Mackey 
et al., 2003). RIN4 wird hierbei durch AvrRpt2 (einer Cyctein-Protease) abgebaut. 
Dem Abbau geht eine Aktivierung von AvrRpt2 durch Cyclophillin des Wirts voraus 
(Coaker et al., 2005). Nach dem Abbau von RIN4, das als negativer Regulator der 
RPS2-vermittelten Abwehr dient (Belkhadir et al., 2004; Day et al., 2005), wird nun 
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eine RPS2- vermittelte Abwehrreaktion der Pflanze, wie Ausbildung der 
Hypersensitiven Reaktion, ausgelöst (s. Abbildung I. 11). 
1.3.3 Nichtwirt-Resistenz 
Die Nichtwirt-Resistenz gilt als meist verbreitete Form der Resistenz bei Pflanzen 
und vermittelt Resistenzen gegen Bakterien, Pilze und Oomyceten. 
Nichtwirt-Resistenz ist definiert als Resistenz aller Pflanzen einer Spezies gegenüber 
einem Pathogen (Heath, 1987; Staskawicz et al., 1995).  
Zur Ausbildung der Nichtwirt-Resistenz sind viele Komponenten wichtig. Dazu 
gehören unter anderem Aktin Mikrofilamente, die durch eine Polymerisierung an der 
Infektionsstelle die Abwehr einleiten (Staiger 2000), sowie die 
Oberflächenbeschaffenheit der Epidermis, Zellwände und das Zytoskelett der Zelle, 
welche eine physikalische Barriere für Pathogene darstellt (Mysore und Ryu, 2004). 
Der Verlust nur einer dieser Komponenten führt zum Verlust der Nichtwirt-Resistenz 
gegen viele Pilze (Kobayashi et al., 1992 und Kobayashi et al., 1997). So konnten 
Kobayashi und Mitarbeiter (1997) zeigen, dass die Hemmung der 
Aktinpolymerisierung durch Cytochalasine die Nichtwirt-Resistenz von Gerste, 
Weizen, Gurke und Tabak gegenüber Erysiphe pisi bricht, sodass der Pilz in der 
Lage war, die Zellen zu penetrieren und Haustorien zu bilden.  
Weiterhin sind induzierbare Abwehrmechanismen, wie die Bildung von 
Phytoalexinen, wichtig für die Ausbildung der Nichtwirt-Resistenz. Phytoalexine 
werden nach einem Pathogenangriff neu synthetisiert. In Arabidopsis wurden pad 
(Phytoalexin-defiziente) Mutanten identifiziert, die kein oder nur sehr wenig 
Phytoalexin bilden können (Glazebrook et al., 1997). Für die pad3 Mutante konnte 
Thomma (Thomma et al., 1998) zeigen, dass sie für Alternaria brassicicola anfällig 
war, im Gegensatz zu Wildtyp Pflanzen (s. Kapitel 1.5). 
Weitere Komponenten der Nichtwirt-Resistenz sind Signalsubstanzen der 
Abwehrreaktionen. Hier spielen besonders Ethylen und Salizylsäure eine wichtige 
Rolle. 
Ethylen ist ein Pflanzenhormon und wird für die Ausbildung der basalen Resistenz, 
sowie für die Induktion von Abwehrreaktionen benötigt. Knoester und Mitarbeiter 
(Knoester et al., 1998) zeigten, dass bei Ethylen insensitivem Tabak, die Nichtwirt-
Resistenz gegen einige bodenbürtige Pilze gebrochen wurde (Knoester et al., 1998). 
Salizylsäure gilt als eines der Schlüsselmoleküle der Pflanzenabwehr (Dempsey et 
 I Einleitung 
 22 
al., 1999). Mellersh und Heath (2003) stellten auch eine Verbindung zur Nichtwirt-
Resistenz her. Sie konnten zeigen, dass Arabidospsis sid2 Mutanten, die nach 
Infektion keine erhöhten Salizylsäuremengen produzieren können und NahG 
Pflanzen, in denen die Anreicherung von Salizylsäure durch deren Abbau verhindert 
wird, anfällig sind für den Arabidopsis Nichtwirt Uromyces vignae. Weitere 
Komponenten der Nichtwirt-Resistenz stellen bestimmte Gene dar, wie z. B. die PEN 
(Penetration-) Gene (s. Kapitel 1.4), welche in Arabidopsis Resistenz gegen den 
Nichtwirt Blumeria graminis f. sp. hordei vermitteln (Collins et al., 2003). Mysore und 
Ryu (2004) teilen die Nichtwirt-Resistenz in 2 Typen ein. Bei Typ I treten keine 
sichtbaren Symptome nach der Infektion mit dem Pathogen auf, bei Typ II hingegen 
kommt es zur Ausbildung von Nekrosen durch eine ausgelöste HR. 
 
 
Abbildung I. 12: Typ I und II der Nichtwirt-Resistenz (Mysore K. S. und Ryu C. - M., 2004) 
a: Bei der Typ I Nichtwirt-Resistenz ist das Nichtwirt-Pathogen nicht in der Lage, vorhandene und 
induzierte Abwehrmechanismen zu überwinden. Es löst eine PR-Gene Expression und eine SAR aus. 
b: Bei der Typ II Nichtwirt-Resistenz gelingt es dem Pathogen die vorhandenen und induzierten 
Abwehrmechanismen zu überwinden und Effektorproteine in die Pflanze zu injizieren, bzw. die 
Pflanze zur penetrieren. Die Pflanze erkennt die bakteriellen oder pilzlichen Effektoren und löst 
schnelle Abwehrmechanismen wie die Hypersensitive Reaktion, PR-Gen Expression oder SAR aus. 
NP: Nichtwirt-Pathogen; blau: Pilz oder Oomycet; braun: Bakterium 
 
Abbildung I. 12a zeigt die Typ I Nichtwirt-Resistenz. Hier gelingt es dem Pathogen 
nicht, die vorhandenen und induzierten Abwehrmechanismen (verdickte Zellwand, 
Anhäufung von Phytoalexinen, gebildete Papillen) zu überwinden. Stattdessen 
kommt es nach Erkennung von pilzlichen bzw. bakteriellen Elicitoren zur Expression 
der PR-Gene und zur Ausbildung der SAR.  
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In der Typ II Resistenz (Abbildung I. 12b) ist das Pathogen in der Lage die 
vorhandenen und induzierten Abwehrmechanismen zu erstmals überwinden. Die 
Pflanze erkennt das Pathogen über Effektoren, wie Avirulenzproteine, in der Zelle 
und löst schnelle Abwehrmechanismen, wie HR, PR-Gen Expression und SAR aus. 
1.4 Das Pathosystem Arabidopsis thaliana – Blumeria graminis 
Echter Mehltau ist eine weit verbreitete Pflanzenkrankheit. Sie zeichnet sich durch 
starke Sporenbildung auf Blattober- und unterseite aus. Infizierte Blätter sehen aus, 
als seien sie mit Mehl bestäubt. Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), der Erreger 
des Echten Gerstenmehltaus ist ein obligat biotropher Askomyzet. Er gehört zu der 
Ordnung der Erysiphales und befällt nur oberirdische Pflanzenteile (Green et al., 
2002; Hückelhoven, 2005; Zhang et al., 2005).  
 
5 Tage
3 Tage
Konidie
30 Minuten
erster Keim-
schlauch
zweiter Keim-
schlauch
4 Stunden
8 Stunden
Appressorium
15 Stunden
24 Stunden
Haustorium  
Abbildung I. 13: Asexueller Lebenszyklus von Blumeria graminis (nach Both et al., 2005) 
Prä- und Post- Penetratiosstadien bei Blumeria graminis: von der ungekeimten Spore, über die 
Ausbildung von 1. und 2. Keimschlauch (30 Minuten, bzw. 4 Stunden nach Infektion), bis zur Bildung 
von Haustorien (24 Stunden) und Myzelbildung auf den Blättern (3 Tage nach der Infektion). 
 
Sobald eine Konidiospore auf die Blattoberfläche trifft, beginnt der Keimungsvorgang. 
Hierbei wird zuerst der primäre Keimschlauch zur Anheftung an die Blattoberfläche 
ausgebildet und anschließend der sekundäre (auch Infektionshyphe genannt) (s. 
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Abbildung I. 13). Dieser schwillt an und bildet am Fuß ein Appressorium aus (Green 
et al., 2002). Appressorien sind wichtige Organe zur Penetration der Wirtszellen. Die 
Penetration erfolgt bei Blumeria graminis sowohl durch enzymatischen 
Zellwandabbau, wie auch durch mechanischen Druck (Pryce-Jones et al., 1999). 
Nach einer erfolgreichen Penetration bildet der Pilz circa 24 Stunden nach der 
Infektion ein Haustorium aus (Ellingboe, 1972; Aist und Bushnell, 1991), welches das 
Ernährungsorgan des Pilzes ist (s. Abbildung I. 13). Es bleibt von der Zellmembran 
des Wirts umgeben, somit bleibt die pflanzliche Zelle intakt (Green et al., 2002). Als 
obligater Biotroph ist Blumeria graminis darauf angewiesen, dass die Wirtszellen am 
Leben bleiben, damit er weiterhin mit Nährstoffen versorgt werden kann. Dazu muss 
der Pilz in der Lage sein, die pflanzlichen Abwehrreaktionen zu unterdrücken 
(Panstruga, 2003). 
Das Pathosystem Arabidopsis thaliana - Blumeria graminis gilt als Modellsystem für 
Analysen der Nichtwirt-Resistenz (s. Kapitel 1.3.3) und wurde z.B. von Collins et al. 
(2003), Assaad et al. (2004), Jones und Dangl (2006), O’Connell und Panstruga 
(2006) und Stein et al. (2006) beschrieben. Hierbei spielten besonders die 
Arabidopsis thaliana Penetrations - (pen) Mutanten eine Rolle. PEN1 ist ein Syntaxin 
(Collins et al., 2003; Assaad et al., 2004), PEN2 eine peroxisomale 
Glycosylhydrolase (Lipka et al., 2005) und PEN3 ein Plasmamembran-gebundener 
ABC-Transporter (Stein et al., 2006). 
Das PEN1 Syntaxin stellt einen Teil des SNARE Komplexes dar. Der zur 
Verstärkung der Zellwand beitragen könnte (Collins et al., 2003; Assaad et al., 2004). 
PEN2 und PEN3 werden an der Interaktionsstelle von Pilz und Pflanze benötigt, 
wahrscheinlich zur Vermittlung der Abgabe eines Toxins an den Apoplasten. Dies 
geschieht möglicherweise unter Mitwirkung des Zytoskeletts, welches als 
Führungsschiene für PEN2 - gefüllte Peroxisomen und Vesikel dienen könnte (Jones 
und Dangl, 2006). Die pen-Mutanten zeigen eine deutlich höhere Anfälligkeit 
gegenüber Bgh, welche sich in signifikant erhöhten Penetrationsraten manifestierte 
(Collins et al., 2003; Lipka et al., 2005). In der pen3 Mutante konnte zusätzlich eine 
verstärkte Ausbildung von verlängerten sekundären Hyphen beobachtet werden 
(Stein et al., 2006). 
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1.5 Das Pathosystem Arabidopsis thaliana - Alternaria 
brassicicola 
Alternaria sind nekrotrophe Pilze aus der Gattung der Schimmelpilze. Sie sind 
Erreger von verschiedensten Pflanzenkrankheiten. So ist Alternaria solani der 
Erreger der Dürrfleckenkrankheit auf Kartoffelblättern und Knollen, Alternaria 
brassicae der Erreger der Rapsschwärze und Alternaria brassicicola der Erreger der 
Schwarzfleckigkeit auf Kohlpflanzen. 
Bis jetzt sind für Alternaria Spezies weder sexuelle Vermehrungsstadien noch 
Überwinterungssporen bekannt. Der Pilz kann allerdings als Myzel oder Konidien auf 
infizierten Pflanzenteilen oder in infizierten Samen überwintern (s. Abbildung I. 14.). 
Im Frühjahr werden neue Konidien in infiziertem Gewebe gebildet und durch Wind, 
Wasser oder Arbeitsgeräte verbreitet. Dadurch werden neue Infektionen in Frühjahr 
hervorrufen (Rotem, 1994). 
 
Abbildung I. 14: Alternaria soliani Lebenszyklus (Hadders, 2006) 
Alternaria überwintert als Myzel oder Konidien auf infizierten Pflanzenresten oder Samen und bildet im 
Frühjahr neue Konidien im infizierten Gewebe. Diese werden durch Wind oder Wasser verbreitet und 
infizieren gesunde Pflanzen, bei denen es zur Ausbildung von Blatt-, Stängel- und Fruchtläsionen 
kommt. 
 
Alternaria Sporen sind melanisiert (Bell und Wheeler, 1986; Butler und Day, 1998) 
und produzieren ein oder mehrere Keimschläuche, sobald sie auf Blattoberflächen 
treffen. Abhängig von der jeweiligen Art penetrieren sie Stomata, die Kutikula oder 
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Wunden mit bzw. ohne Bildung von Appressorien (Rotem, 1994). Alternaria 
brassiciola produziert außerdem Kutinasen (Yao und Köller, 1995) und Lipasen 
(Berto et al., 1997), die zur Etablierung der Infektion beitragen. Nach erfolgreicher 
Infektion werden Blatt-, Stängel- und Fruchtläsionen sichtbar. Der Pilz verbleibt in der 
Mitte der Läsionen, welche von einem nicht besiedelten chlorotischen Hof umgeben 
sind, der durch Diffusion pilzlicher Toxine entsteht (Tewari 1983; Agarwal et al., 
1997). 
Im Pathosystem Arabidopsis - Alternaria brassicicola spielen vor allem Arabidopsis 
thaliana Phytoalexin defiziente (pad) Mutanten eine Rolle, sie können das 
Arabidopsis Phytoalexin Camalexin (Tsuji et al., 1992) nicht synthetisieren. 
Phytoalexine sind antimikrobiell wirkende Substanzen, die von Pflanzen als Antwort 
auf Pathogenangriffe gebildet werden (Paxton 1981). Für die pad Mutanten konnte 
gezeigt werden, dass sie eine veränderte Pathogenantwort zeigen als der Wildtyp. 
So sind pad1, pad2 und pad4 anfälliger für Pseudomonas syringae Stämme 
(Glazebrook und Ausubel, 1994), pad4 ist außerdem anfälliger für bestimmte 
Hyaloperonospora parasitica Isolate (Glazebrook et al. 1997). Die pad3 Mutante 
zeigte eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber Alternaria brassicicola (Thomma et al 
1998). PAD3 codiert für eine Pathogen-induzierbare P450-abhängige 
Monooxygenase (Zhou et al., 1999). 
1.6 Das Pathosystem Arabidopsis thaliana - Pseudomonas 
syringae 
Pseudomonas syringae sind Gram-negative, stäbchenförmige, bewegliche Bakterien. 
(s. Abbildung I. 15A). Sie gelangen über natürliche Öffnungen, wie z.B. Stomata oder 
über Verwundungen in das pflanzliche Gewebe. In anfälligen Pflanzen können sie 
sich im Interzellularraum vermehren (s. Abbildung I. 15B). Die infizierten Blätter 
zeigen nekrotische Läsionen, welche je nach Pseudomonas Stamm von 
chlorotischem Gewebe umgeben sind (Katagiri et al., 2002). Nach Infektion 
resistenter Pflanzen wird eine Hypersensitive Reaktion (HR) ausgelöst (Klement, 
1963 und Klement et al., 1964). Dadurch gelingt es den Pseudomonaden nicht, sich 
so weit zu vermehren, dass es zur Ausbildung von Symptomen kommt. 
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Abbildung I. 15: Transmission- (A) bzw. Rasterelektronenmikroskopische (B) Bilder von 
Pseudomonas syringae pv. tomoato DC3000 allein (A) und im Querschnitt eines mit Pst 
DC3000 infizierten Arabidopsis Blatts (Col-0) (aus Katagiri et al., 2002) 
Bild A: Die Pfeile markieren polare Flagellen und Hrp Pili; Bild B: Ba: Pseudomonaden; HC: Wirtszelle; 
Pfeile markieren die Richtung des TypIII-Sekretionssystems vom Bakterium im Apoplasten ins Innere 
der Wirtszelle.  
Es wurden mehrere Pseudomonas Stämme entdeckt, die Arabidopsis infizieren 
können (Crute et al., 1994). Erste Untersuchungen mit dem, in dieser Arbeit 
verwendetem virulenten Stamm DC3000, fanden bereits 1991 statt (Whalen et al., 
1991). Die Interaktion von Pseudomonas syringae und Arabidopsis thaliana war 
schon damals von besonderem Interesse, da sie, wie viele andere Pflanze-
Pathogen-Interaktionen, der Gen-für-Gen Resistenz (s. Kapitel 1.3.2) folgt. 
1.7 Ziel dieser Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob Pflanzen, die an verschiedenen Stellen 
Defekte in der Monolignolbiosynthese aufweisen, veränderte Reaktionen auf 
Pathogenangriffe zeigen. Letztendlich hofften wir eine Antwort auf die Frage zu 
finden, ob Lignin eine Rolle in der Pathogenabwehr hat.  
Mit Hilfe von Monolignolbiosynthese-Mutanten sollte der Einfluss der Mutationen in 
den verschiedenen Monolignolbiosynthese-Genen auf die basale, rassenspezifische 
und Nichtwirt-Resistenz untersucht werden. Dazu sollten die entsprechenden 
Arabidopsis thaliana Mutanten mit verschiedenen Pathogenen infiziert werden. 
Hierbei sollten sowohl kompatible, als auch inkompatible Interaktionen zwischen 
Pathogenen und Arabidopsis analysiert werden. Des Weiteren sollten die 
Pathogenantwort der Mutanten nach Infektion mit dem Nichtwirt Blumeria graminis f. 
A B
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sp. hordei untersucht werden, ebenso wie die Interaktion mit dem nekrotrophen Pilz 
Alternaria brassicicola.  
Als Fazit sollte geklärt werden, ob bestimmte Mutationen in der 
Monolignolbiosynthese zwar einen verringerten oder veränderten Ligningehalt 
hervorrufen, jedoch nicht die Pathogenantwort beeinflussen.  
Des Weiteren sollten die CCR Gene weiter charakterisiert werden. Es sollten im 
Speziellen ihre Rolle nach Infektion mit Pathogenen und nach Verwundung 
untersucht werden, wie auch in der Blütenentwicklung. Außerdem sollten die CCR 
Proteine mit Hilfe von GFP-Fusionsproteinen in der Zelle lokalisiert werden.  
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Erstellung einer Arabidopsis ccr1ccr2 
Doppelmutante. Es sollte untersucht werden, inwiefern die Ligninbiosynthese und die 
Pathogenabwehr durch das Ausschalten beider CCR Gene beeinflusst wird.  
Des Weiteren sollten ccr Mutanten mit CCR und CCR-verwandten Genen 
komplementiert werden um zu testen, ob die Funktion der CCR Proteine auch durch 
Genprodukte mit ähnlichen DNA Sequenzen übernommen werden kann. 
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II Material 
2.1 Chemikalien 
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 
 
CHEMIKALIEN 
 
 
BEZUGSQUELLE 
1-Brom-3-Chloropropan AppliChem GmbH, Darmstadt 
7 Kornbrei Milupa 
Agar-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Agarose Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Ammoniumthiozyanat AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ampicillin Natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
BASTA® Bayer Crop Science,  
Chloralhydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Citronensäure –(m)-Hydrat AppliChem GmbH, Darmstadt 
DECP Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
DIG Easy Hyp-Puffer Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
DIG markierte dNTPs Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
DMF Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ethanol p.A. AppliChem GmbH, Darmstadt 
Formaldehyd 37% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Gentamycin Sulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Glycerin AppliChem GmbH, Darmstadt 
Guanidinthiozyanat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
H3PO4 Merck KGaA, Darmstadt 
HCl rauchend 37% AppliChem GmbH, Darmstadt 
Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Hygromycin Duchefa Biochemie, Haarlem 
Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt 
Kanamycin Sulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
MES Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Methylenblau Merck KGaA, Darmstadt 
MgCl2 Merck KGaA, Darmstadt 
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Milchsäure Merck KGaA, Darmstadt 
MOPS AppliChem GmbH, Darmstadt 
MS-Salze Duchefa Biochemie, Haarlem 
Na2HPO4 Merck KGaA, Darmstadt 
NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
NaH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt 
Pepton GibcoBRL, Paisley 
Phloroglucinol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Phytoagar GibcoBRL, Paisley 
Proteose AppliChem GmbH, Darmstadt, Duchefa 
Biochemie 
Rifampicin Duchefa Biochemie, Haarlem 
Safranin-O Merck KGaA, Darmstadt 
SDS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Silwet L-77 Union Carbide Chemicals GmbH, Düsseldorf
Spectinomycin Dihydrochlorid Duchefa Biochemie, Haarlem 
Tetracyclin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Thioclycolsäure Merck KGaA, Darmstadt 
TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
TWEEN 20 AppliChem GmbH, Darmstadt 
wassergesättigtest Phenol AppliChem GmbH, Darmstadt 
x-Gluc MBI Fermentas, St. Leon-Rots 
Milchsäure Merck KGaA, Darmstadt 
Anti-DIG-Antikörper Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
 
Tabelle 2: Verwendete Antibiotika, eingesetzte Konzetrationen und Wirkorte 
 
ANTIBIOTIKUM 
 
 
KONZENTRATION 
 
WIRKORT 
Ampicillin 100 µg / ml Transpeptidierung, bakteriel
Zellwand 
Gentamycin   50 µg / ml Translation 
Hygromycin   50 µg / ml Bakterien: Translation 
Eukaryoten:  
Proteinbiosynthese (Splicen) 
Kanamycin   50 µg / ml Translation 
Rifampicin   50 µg / ml RNA Polymerase, 
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Transkription 
Spectinomycin 100 µg / ml Translation 
Streptomycin 100 µg / ml Translation 
Tetracyaclin   15 µg / ml Translation 
2.2 Geräte 
Tabelle 3: Verwendete Geräte 
 
GERÄTE 
 
BEZUGSQUELLE 
 
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer MWG Biotech AG 
Autoklav Tecnomara GmbH, Fernwald 
Dampfdrucktopf WMF, Fissler 
Digitalkamera Mikroskopie (Digital Camera 
KY-F75U) 
JVC Deutschland GmbH 
Elektrophoresekammern Werkstatt der RWTH Aachen 
Geldokumenrationskamera Polaroid Corp., Waltham 
Gelkämme (Agarosegele) Werkstatt der RWTH Aachen 
Hybridisierungsofen Amersham Life Science, Buckinghamshire  
Inkubationsschüttler für Flüssigkulturen 28°C 
und 30°C 
Sanyo-Gallenkamp, Brenda 
Inkubatoren 28°C und 30°C Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 
Konfokales Laser Scanning Mikroskop (TCS 
SP1) 
Leika GmbH, Wetzlar 
Lichtmikroskop Leika GmbH, Wetzlar 
Megafuge 1.OR Haereus Instruments GmbH, Düsseldorf 
MicropulserTM BioRad Lab. GmbH, München 
PCR Maschine: Peltier Thermal Cycler PTC-
200 
Biozym, Hess. Oldendorf 
pH-Meter Mettler-Toledo GmbH Giessen 
Phytokammern York, Mannheim 
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Gilsen, Middleton 
Spannungsgeber (PPS 200-1D) MWG Biotech, Ebersberg 
Spektrophotometer DU®530 (OD600) Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 
Spektrophotometer DU®7500 
(Nukleinsäurekonzentration- und 
Ligninbestimmung) 
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 
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Stereomikroskop Leika GmbH, Wetzlar 
Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf AG, Hamburg 
UV Crosslinker Amersham Life Science, Freiburg 
Vakuumpumpe Vaccubrand GmbH & Co., Wertheim 
Wasseraufbereitungsanlage Millipore Corp., Billerica 
Zählkammer Neubauer Improved Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
2.3 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmittel 
 
VERBRAUCHSMATERIALIEN 
 
 
BEZUGSQUELLE 
 
Anzuchtschalen und Deckel Obi Baumarkt 
Elektroporationsküvetten BioRad Laboratories GmbH, München 
Glasflasche 1 L, 0,5L, 0,25 L, 0,1 L Schott 
Nylonmembran AppliChem 
Petrischalen  Greiner bio-one GmbH, Kremsmünster 
Polaroid Filme Polaroid Corp., Waltham 
Reaktionsgefäße 1,5ml und 2ml Eppendorf AG, Hamburg 
Pflanztöpfe 7x7x10 Hermann Meyer KG, Willich 
Vermehrungsssubstrat A200 Stender 
Zentrifugenröhrchen 15ml und 50ml Greiner bio-one GmbH, Kremsmünster 
Erde Typ ED 73 Balster Einheitserdewerk GmbH, 
Fröndenberg 
Röntgenfilme Amersham Life Science, Freiburg 
2.4 Biologisches Material 
2.4.1 Pflanzen 
Tabelle 5: Pflanzenmaterialen 
: 
ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. 
 
 
BEZUGSQUELLE 
 
Akzession Columbia  
Akzession Wassilewskija  
cad B2 (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
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cad C (L. Jouanin -  INRA,Versailles) 
cad C cadD (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
cad D (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
ccr1 Antisense (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
ccr2 FLAG (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
comt-1 (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
f5h1 (L. Jouanin - INRA, Versailles) 
GABIccr1 GABI-KAT Kollektion 
SALKccr1 SALK Kollektion 
SAILccr2 SAIL Kollektion 
Gerste Ingrid Mlo (U. Schaffrath - RWTH Aachen) 
2.4.2 Bakterien 
Tabelle 6: verwendete Bakterienstämme: 
 
BAKTERIEN 
 
 
EIGENSCHAFTEN 
 
REFERENZ 
Pseudomonas syringae pv 
tomato DC 3000 
RifR TetR  
Pseudomonas syringae pv 
tomato avr Rpt 2 
RifR TetR avr Rpt2 Kunkel et al. 1993 
Agrobacterium tumefaciens 
GV3101 (pMP90RK) 
C58 RifR KmR RH2 
 
Koncz und Schell 1986 
E.coli DH5α Φ80d/lac ZM15, recA1, endA1, 
gryA96, thi-1, hsdR17 (rK-
,mK+), supE44, relA1, deoR, 
Δ(lacZYA-argF) U169 
 
Raleigh et al. 1989 
Woodcock et al. 1989 
E.coli XL 1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB lacIqZΔM15 Tn10 
(Tetr)] 
Bullock et al, 1987  
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2.4.3 Pilze und Oomyceten 
Tabelle 7: Verwendete Pilze und Oomyceten 
 
PILZE  
 
 
REFERENZ 
Alternaria brassiciola  
Blumeria graminis f. sp. hordei K1 Schulze-Lefert, MPI Köln 
2.5 Enzyme 
Tabelle 8: verwendete Enzyme 
 
 
2.6 Restriktionsenzyme 
Tabelle 9: verwendete Restriktionsenzyme 
 
RESTRIKTIONSENZYME 
 
 
BEZUGSQUELLE 
Bam HI MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Eco RV MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Hind III MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Pst I MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Sac I MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Xho I MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
 
ENZYME 
 
 
BEZUGSQUELLE 
FIREPol 5x Master Mix 12,5 mM MgCl2 Solis Biodyne 
M-MuLV-Reverser Transkriptase MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
MolTaqRED Mastermix Molzym GmbH & Co.KG 
PhusionTM High Fidelity DNA-Polymerase Kit Finnzymes 
rDNase I (RNase frei) Macherey & Nagel 
RedTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
T7 RNA Polymerase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
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2.7 Kits 
Tabelle 10: Verwendete Kits 
 
KITS 
 
 
BEZUGSQUELLE 
CloneJET™ PCR Cloning Kit MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I, II PEQLAB Biotechnologie GMBH 
NucleoSpin® Extract II Macherey und Nagel 
NucleoSpin® Plasmid Macherey und Nagel 
peqGOLD Gel Extraction Kit II PEQLAB Biotechnologie GmbH 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I PEQLAB Biotechnologie GMBH 
Perfectprep® Gel Cleanup Kit Eppendorf AG, Hamburg 
pGEM-TEasy Vector System Kit Promega GmbH, Mannheim 
PureLink™ HQ Mini Plasmid DNA 
Purification Kit 
Invitrogen 
2.8 Marker 
 
MARKER  
 
 
BEZUGSQUELLE 
100 bp Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
1kb Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
High Range RNA Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rots 
 
Abbildung II. 1: verwendete DNA- und RNA-Marker 
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2.9 Plasmide 
Tabelle 11: verwendete Plasmide 
 
PLASMIDE 
 
 
REFERENZ 
pCHF1 Jarvis et al., 1998 
pDONR 207 Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA 
pGWB2 Nakagawa et al., 2007 
pGWB5 Nakagawa et al., 2007 
pGWB14 Nakagawa et al., 2007 
pGBW17 Nakagawa et al., 2007 
pGEM® T Easy Promega Corporation, Madison, USA 
pJET1 MBI Fermentas, St.Leon-Rot 
2.10 Primer 
Tabelle 12: verwendete Primer 
NR NAME SEQUENZ (5'? 3') 
FORWARD / 
RERVERSE 
(BEZUGSQUELLE)
1 4g27250 501F TAA AAC ACA AGC AAG TGG AT F (Sigma 
Genolysis) 
2 4g27250 501R ATC CAC TTG CTT GTG TTT TA R (Sigma 
Genolysis) 
3 4g27250 Pst Rev AAC TGC AGT CAC TGC CTG AGT TTG 
TGG TTC 
R (Invitrogen) 
4 4g27250 Sac For AGA GCT CAT GGA ATT GCA AGG AGA 
GGA A 
F (Invitrogen) 
5 5g19440 501F ATC CAA GAC TTT GGC GGA AG F (Sigma 
Genolysis) 
6 5g19440 501R CTT CCG CCA AAG TCT TGG AT R (Sigma 
Genolysis) 
7 5g19440 Pst Rev AAC TGC AGT CAG AAC TGT GCG AAA 
CCT T 
R (Invitrogen) 
8 5g19440 Sac For AGA GCT CAT GGC AAA CAG TGG TGA 
AGG 
F (Invitrogen) 
9 Actin RT PCR F TCG GTG GTT CCA TTC TTG CT F (Sigma 
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Genolysis) 
10 Actin RT PCR R GCT TTT TAA GCC TTT GAT CTT GAG AG R (Sigma 
Genolysis) 
11 CCR1 501F GGC GGA ACA AGC GGC GTG GG F (Sigma 
Genolysis) 
12 CCR1 501R CCC ACG CCG CTT GTT CCG CC R (Sigma 
Genolysis) 
13 CCR1 ATG GW 
For 
AAA AAG CAG GCT AAA TGC CAG TCG 
ACG TAG ACG TAG CCT C 
F (Invitrogen) 
14 CCR1 ex1F TCG AGA GAG GTT ACA CAG TCA AAG F (Sigma 
Genolysis) 
15 CCR1 ex2F  TAG AAG GAG GAA AGG AGA GAC TGA F (Sigma 
Genolysis) 
16 CCR1 ex3nestR TAA TTA CAA ACT TGG CTC CAT TCA R (Sigma 
Genolysis) 
17 CCR1 ex3R TTT TTG CAG AAG TCA AGA TCA CTC R (Sigma 
Genolysis) 
18 CCR1 exon 3/4 
RTqPCR F 
AAA AAC ACC AAG AAT TGG TAT TGT F (Sigma 
Genolysis) 
19 CCR1 exon 5/4 
RTqPCR R 
TCG TCC TTG CAC TTG GTC GGA AGA R (Sigma 
Genolysis) 
20 CCR1 noATG GW 
For 
AAA AAG CAG GCT AAC CAG TCG ACG 
TAG CCT CAC CG 
F (Invitrogen) 
21 CCR1 noStop GW 
Rev 
AGA AAG CTG GGT AAG ACC CGA TCT 
TAA TGC CA 
R (Invitrogen) 
22 CCR1 Stop GW 
Rev 
AGA AAG CTG GGT ATC AAG ACC CGA 
TCT TAA TGC CA 
R (Invitrogen) 
23 CCR1exon4R GGG TGC CTC ATA GAC CAG AA R (Sigma 
Genolysis) 
24 CCR2 480F CAT TGT TGA CGA AAA CTG CT R (Sigma 
Genolysis)  
25 CCR2 480R AGC AGT TTT CGT CAA CAA TG R (Sigma 
Genolysis) 
26 CCR2 ATG GW 
For 
AAA AAG CAG GCT AAA TGC TTG TCG 
ACG GGA AAC TC 
F (Invitrogen) 
27 CCR2 ex1F TAC ATT GCT TCT TGG ATC GTT AAG F (Sigma 
Genolysis) 
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28 CCR2 ex1nestF CAA GGA AAG ACT CAC TCT TCA CAG F (Sigma 
Genolysis) 
29 CCR2 exon 2/3 
RTqPCR F 
AAA AAC ACT AAG AAT TGG TAT TGC F (Sigma 
Genolysis) 
30 CCR2 exon 4/3 
RTqPCR R 
TCG TCC GAA CAC TTG GTG GGA AGT R (Sigma 
Genolysis) 
34 CCR2 exon3R GAG CCG GTG AGG TAC TTG AG R (Sigma 
Genolysis) 
31 CCR2 noATG GW 
For 
AAA AAG CAG GCT AAC TTG TCG ACG 
GGA AAC TCG TCT GC 
F (Invitrogen) 
32 CCR2 noStop GW 
Rev 
AGA AAG CTG GGT AAG ATT CGA TGA 
TGA CTT CGT 
R (Invitrogen) 
33 CCR2 Stop GW 
Rev 
AGA AAG CTG GGT ACT AAG ATT CGA 
TGA TGA CTT CG 
R (Invitrogen) 
36 Gabi Nest F CGC CTT CGG GTT TAA ACT ATC AG F (Sigma 
Genolysis) 
35 Gabi PCR CCC ATT TGG ACG TGA ATG TAG ACA C F (Sigma 
Genolysis) 
37 GW att B1 adapter GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC 
AGG CT 
(Sigma Genolysis)
38 GW att B2 adapter GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC 
TGG GT 
(Sigma Genolysis)
39 GW att1 For CAA STT TGT ACA AAA AAG C F (Sigma 
Genolysis) 
40 GW att2 Rev CMA CTT TGT ACA AGA AAG CTG R (Sigma 
Genolysis) 
41 M13 F TGT AAA ACG ACG GCC AGT F 
42 M13 R CAG GAA ACA GCT ATG ACC R 
43 PR(Bgl II)CCR1 CAG ATC TAC GTC GAC TGG CAT ATT 
TCC CG 
R 
44 PR(EcorI)CCR1 GGA ATT CAA GAG CAA AAG TCA GTG 
GAA GAG CC 
F 
45 Pro(ecoR1)CCR2 GAA TTC GAG CCA CAC GCG TTT CTC 
TGT CGG 
F 
46 Pro(spe I)CCR2 ACT AGT GCA GAC GAG TTT CCC GTC 
GAC AAG CAT T 
R 
47 SAIL LB For GCC TCG CTA GTC AAA AGT GTA CCA R (Sigma 
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Genolysis) 
48 SAIL LB nest For CCA ATC TCG ATA CAC CAA ATC GAA R (Sigma 
Genolysis) 
2.11 Software 
 
SOFTWARE  
 
 
VERWENDUNG 
Aida Image Analyser v3.11 Bestimmung der Bandenstärke 
(semiquantitative RT-PCR) 
ClustalW Erstellung von Phylogrammen 
SigmaStat Statistische Auswertungen 
Vector NTI Advance 10 Sequenzvergleiche 
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III Methoden 
3.1 Pflanzenanzucht 
3.1.1 Unsterile Pflanzenanzucht 
Arabidopsis Samen wurden mit Hilfe eines Papiers, auf die gewässerte Erde 
(Vermehrungssubstrat A260) gestreut. Anschließend wurden die Samen für zwei 
Tage bei vier Grad stratifiziert und danach bei hoher Luftfeuchtigkeit zum Auskeimen 
in die Pflanzenkammer gebracht. 
Die Anzucht von Gerste erfolgte ebenfalls auf Erde. Zum Auskeimen wurden 
Gerstenkörner über Nacht im Dunklen auf ein feuchtes Filterpapier gelegt. 
Anschließend wurden die gekeimten Körner auf ED 73 Erde gelegt, mit gesiebter 
Erde bedeckt, gewässert und unter Kurztag Bedingungen (22°C, 8,5 h Licht) in der 
Phytokammer kultiviert. 
3.1.2 Sterile Anzucht 
Zur sterilen Anzucht von Arabidopsis wurden die Samen zuerst 
oberflächensterilisiert. Dazu wurden die Samen für 20 Minuten in 70%-igem Ethanol 
geschwenkt. Danach wurde der Ethanol vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und 
die Samen erneut mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Anschließend wurden die 
Samen kurz in 100%-igem Ethanol gewaschen und mit diesem in einer Pipette 
aufgesaugt. Nun wurden Samen und Ethanol unter der Sterilbank auf einem sterilem 
Filterpapier getrocknet. Danach wurden sie entweder vom Filterpapier aus direkt auf 
MS-Medium Platten (zur Selektion auf MS-Platten mit dem benötigten Antibiotikum) 
gestreut, oder zur Segregation, mit einem sterilen Zahnstocher auf die Platte gelegt. 
Die Aussaat wurde nach zwei Tagen im Kühlraum (Stratifikation) in die Phytokammer 
gebracht. 
 
MS-Medium Agarplatten: 
Murashige und Skoog Salze 2,2 g/L 
Mit 0,1 M KOH auf pH 5,8 einstellen 
Für Festmedium 6-8 g/L Phytoagar 
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3.1.3 Selektive Anzucht 
Zur Selektion von Arabidopsis thaliana Mutanten erfolgte die Anzucht der Pflanzen 
entweder auf Basta® getränkter Erde, wobei eine 1: 1000 verdünnte Lösung 
verwendet wurde, oder auf MS-Medium Agarplatten, dem je nach Selektion 
bestimmte Antibiotika zugegeben wurden. Bei der selektiven Anzucht auf MS-
Medium Agarplatten wurden die Samen wie unter 3.1.2 beschrieben vorher steriliert. 
3.2 Bakterienanzucht 
Tabelle III. 1: Verwendete Bakterienstämme und dafür benötigte Medien 
 
BAKTERIENSTÄMME 
 
 
MEDIEN 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 
(pMP90RK) 
YEP 
E. coli MC LB 
E.coli DH5α LB 
E.coli XL 1 blue LB 
Pseudomonas syringae pv tomato avr Rpt 2 KB 
Pseudomonas syringae pv tomato DC 3000 KB 
 
King’s B (KB)-Medium: 
   20 g/L Pepton 
1,59 g/L K2HPO4 
 10 ml/L Glycerol 
Mit 5% H3PO4 auf pH 7,2 einstellen 
Für Festmedium 15g/l Agar 
 
LB-Medium: 
16 g/L  Trypton 
10 g/L  Hefeextrakt 
  5 g/L  NaCl 
Mit 1N NaOH auf pH 7,0 einstellen 
Für Festmedium 15g/l Agar 
 
YEP-Medium: 
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10 g/L  Pepton 
10 g/L  Hefeextrakt 
  5 g/L  NaCl 
Mit 5N NaOH auf pH 7 einstellen 
Für Festmedium 15 g/L Agar  
3.2.1 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens 
Zur Kultivierung der Agrobakterien wurden Reagenzgläser mit 4 ml, oder 
Erlenmeyerkolben mit 200 ml YEP-Medium und den benötigten Antibiotika aus einem 
Glycerol-Stock oder mit Einzelkolonien von einer Agarplatte angeimpft. Die 
Flüssigkulturen wurden bei 28°C und 220 rpm für ein bis zwei Tage, je nach 
gewünschter OD, geschüttelt. Die Anzucht auf Festmedium erfolgte auf YEP 
Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika, dafür wurden 100 µl Flüssigkultur 
auf die Platte pipettiert und mit einer sterilen Impföse ausgestrichen. 
3.2.2 Kultivierung von E.coli 
Zur Kultivierung von E.coli in Flüssigkultur, wurden in Reagenzgläsern 4 ml LB-
Medium, versetzt mit den entsprechenden Antibiotika, mit Einzelkolonien angeimpft. 
Zum Animpfen aus einem Glycerol-Stock, wurden die Bakterien mit Hilfe einer 
sterilen Impföse aus dem Glycerol-Stock entnommen und ins Flüssigmedium 
gegeben. Diese wurden nun bei 37°C und 220 rpm geschüttelt.  
Die Anzucht auf Festmedium erfolgte auf LB Agarplatten mit dem entsprechenden 
Antibiotikum. Hierzu wurden 100 µl Flüssigkultur auf die Platte pipettiert und mit einer 
sterilen Impföse ausplattiert. 
3.2.3 Kultivierung von Pseudomonas syringae 
Die Anzucht der Pseudomonaden in Flüssigkultur erfolgte im Erlenmeyerkolben in 10 
ml KB-Medium mit Rif100 und Tet15. Hierzu impfte man das Medium, mit 
Pseudomonaden von einer Agarplatte mit Hilfe einer sterilen Impföse an. Der Kolben 
wurde bei 28°C und 220 rpm geschüttelt. 
Die Kultivierung auf Festmedium erfolgte auf KB Agarplatten mit Rif50 und Tet15. 
Hierzu wurden die Bakterien mit Hilfe einer sterilen Impföse aus einem Glycerol-
Stock entnommen, auf der Agarplatte ausgestrichen und bei 28°C inkubiert. 
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3.3 Herstellung kompetenter Zellen 
Kompetente Bakterienzellen wurden verwendet um Plasmide, durch 
Transformationen über Hitzeschock, oder Elektroporation in die Bakterienzelle 
hineinzubringen. 
3.3.1 Elektrokompetente Agrobakterien 
Zur Herstellung von kompetenten Agrobakterien wurde zuerst 2 ml YEP-Medium, mit 
Rif100 und Kan50, mit dem Agrobakterien-Stamm GV3101 anigeimpft und über Nacht 
bei 28°C und 220 rpm geschüttelt. Mit 100 µl dieser Vorkultur wurde am nächsten 
Tag eine 100 ml Kultur angeimpft, bei einer OD600 von 1 - 1,5 geerntet und für 10 
Minuten auf Eiswasser gekühlt. Anschließend wurden sie bei 3500 rpm und 4°C für 5 
Minuten zentrifugiert, das Medium abgegossen und in 100 ml sterilem 10%-igem 
vorgekühltem Glycerol resuspendiert. Nun wurde erneut zentrifugiert (3500 rpm, 4°C, 
5 Minuten), der Überstand verworfen und die Zellen in 10 ml kaltem Glycerol 
resuspendiert und gewaschen. Nach der anschließenden Zentrifugation (3500 rpm, 
4°C, 5 Minuten) wurden die Zellen in 500 µl 10%-igem Glycerol resuspendiert und in 
50 µl Aliquots bei -80°C eingelagert, oder direkt durch Elektroporation transformiert. 
3.3.2 Elektrokompetente E.coli-Zellen 
Zur Herstellung elektrokompetenter E.colis wurden zuerst 2 ml LB-Medium mit 
Bakterien aus einem Glycerol-Stock angeimpft und über Nacht bei 37°C und 220 rpm 
inkubiert. Anschließend wurde die Übernachtkultur 1:100 verdünnt und bei einer 
OD600 von 0,5 für 5 bis 10 Minuten auf Eiswasser gekühlt. Danach wurden die Zellen 
bei 4°C und 3500 rpm für 5 Minuten zentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
Pellet in 200 ml 10%-igem Glycerol mit Hilfe einer sterilen Impföse resuspendiert. 
Hierbei musste darauf geachtet werden, dass keine Zellklümpchen übrig bleiben. 
Anschließend wurden die Zellen durch 5 minütiges Zentrifugieren bei 4°C und 3500 
rpm geerntet, der Überstand verworfen und das Pellet in 100 ml kaltem Glycerol  
resuspendiert, erneut zentrifugiert (3500 rpm, 4°C, 5 Minuten) und das Pellet in 5 ml 
kaltem Glycerol resuspendiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (3500 
rpm, 4°C, 5 Minuten) geerntet und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden dann 
im verbleibenden Glycerol resuspendiert und in 45 µl Aliquots bei -80°C eingelagert 
oder direkt zur Elektroporation verwendet. 
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3.4 Arabidopsis thaliana Transformation mit Agrobacterium 
 tumefaciens (nach Clough und Bent, 1998) 
Zur Agrobakterien vermittelten Transformation von Arabidopsis thaliana wurden 
Pflanzen unter Langtag-Bedingungen (22°C und 16 h / 8 h Licht / Dunkel-Rhythmus) 
kultiviert und die ersten Blütenstängel entfernt. Wenn die zweiten Blütenstängel 
nachgewachsen und die Blüten kurz vor der Öffnung waren, wurde eine 25 ml 
Vorkultur von Agrobakterium tumefaciens GV3101 mit gewünschtem Plasmid, in 
YEP Rif100, Kan50 Gent50 Carb100 und dem spezifischen Antibiotikum zur Plasmidselektion 
angeimpft, und bei 28°C unter Schütteln (220 rpm), über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Tag wurde die Vorkultur mit 800 ml YEP und den benötigten Antibiotika 
verdünnt und für etwa 48 Stunden bei 28°C und 220 rpm bis zu einer OD600 von 
mindestens 2 wachsen gelassen. Anschließend wurde die Bakterienkultur 
abzentrifugiert und in 5%-iger Zuckerlösung mit 0,04% Silwet L-77 auf eine Optische 
Dichte600 von 0,8 verdünnt. 
Die Blütenstängel wurden dann für 3 Minuten in die Agrobakterium Lösung getaucht. 
Die Pflanzen wurden danach mit einer Plastikhaube bedeckt zur Erhöhung der 
Luftfeuchtigkeit und für 16 bis 24 Stunden ins Dunkle gestellt. Anschließend wurde 
die Haube abgenommen und die Pflanzen weiter unter Langtag-Bedingungen bis zur 
Samenreife kultiviert. Die Samen wurden auf MS-Medium mit spezifischem 
Antibiotikum zur Selektion ausgesät. In der T2 und T3 Generation wurden zur 
Kontrolle der Segregation je 120 Samen auf einer selektiven MS-Platte ausgelegt. 
3.5 Kreuzung von Arabidopsis thaliana 
Zur Kreuzung von Arabidopsis thaliana wurden bei den Blüten der "weiblichen" 
Pflanze (hier Gcccr1) die Staubbeutel mit Hilfe eines Stereomikroskops entfernt, 
damit es nicht zur Selbstbestäubung der Blüten kommt. Mit der Bestäubung der 
Blüten wurde dann solange gewartet, bis die Narbe klebrig war, so dass die Pollen 
an ihr hängen blieben. Zur Bestäubung wurden von der zweiten Pflanze (hier SAIL 
ccr2) die reifen Staubbeutel entfernt und mit diesen die Pollen auf die Narbe der 
"weiblichen" Pflanze übertragen. Anschließend wurden alle nicht befruchteten Blüten 
entfernt, sodass nur kontrolliert befruchtete Blüten übrig blieben. Nach Abreifung der 
Schoten wurden die Samen geerntet und auf Selektionsmedium (hier Basta® 
getränkte Erde) ausgesät und selektioniert. 
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3.5.1 Überprüfung der SAIL ccr2 Mutanten 
 
Vor der Verwendung der SAIL ccr2 Mutanten musste die SAIL T-DNA Insertion 
verifiziert werden. Hierfür wurde überprüft, ob eine T-DNA Insertion vorliegt, und 
wenn, an welcher Stelle sich die SAIL T-DNA Insertion im Gen befindet. 
Dazu wurden die genomische DNA aus SAIL ccr2 Mutante extrahiert und in 
verschachtelte PCR-Reaktionen mit SAIL-spezifischen Primern, diese sich an der 
linken Flanke der T-DNA Insertion anlagern, sowie CCR2-spezifischen Primern 
eingesetzt. Folgender Primer wurden hierfür verwendet: 
Es wurden folgende Primerkombinationen verwendet, 1. PCR: SAIL LB For und 
CCR2 Stop GW Rev, sowie für die nested PCR: SAIL LB nest For und CCR2 
exon3R. Anschließend wurden die aufgereinigten PCR-Produkte mit SAIL LB nest 
For. sequenziert.  
Im Anschluß wurden die T-DNA Insertion tragenden Sccr2 Mutanten auf 
Homozygotie überprüft. Dazu wurden PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar CCR2 
ATG For. und CCR2 480 Rev. durchgeführt. Wird DNA einer homozygoten T-DNA 
Linie verwendet, sollte sich mit dieser Primerkombination unter den gewählten PCR-
Bedingungen keine PCR-Bande amplifizieren lassen, da die T-DNA ist zu groß, als 
dass ein PCR-Produkt entstehen könnte. 
3.5.2 Überprüfung der ccr1ccr2 Mutanten 
3.5.2.1 Überprüfung auf DNA Ebene 
Zur Verifizierung der ccr1ccr2 Doppelmutanten wurden zunächst die Filialgeneration 
eins und zwei auf Basta®-getränkter Erde selektioniert. Die Pflanzen der zweiten 
Filialgeneration wurden auf vorhandene T-DNA Insertionen im CCR1- und CCR2-
Gen sowie auf homozygote Knockouts der beiden Gene hin überprüft. 
Für die Überprüfung der Doppelmutanten wurde die genomische DNA der F2 
Pflanzen extrahiert und für PCR Reaktionen mit folgenden Primerkombinationen 
verwendet. 
Zur Überprüfung der CCR1 T-DNA Insertion wurden die Primerkombinationen CCR1 
ex3R. und Gabi PCR für die 1. PCR-Reaktion, sowie CCR1 ex3nestR. nest und Gabi 
nest For. für die nested PCR-Reaktion verwendet. Es entsteht nach der nested PCR 
eine etwa 400bp große Bande. 
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Zur Überprüfung der homozygoten CCR1- Knockouts wurden die Kombinationen 
PCR1: CCR1 ex3R und CCR1 ex1F sowie CCR1 ex3Rnest und CCR1 ex2F für die 
2.PCR gewählt. Nach der nested PCR erhält  man eine etwa 700bp große Bande. 
Zur Überprüfung der CCR2 T-DNA Insertion wurden für die PCR-Reaktionen 
folgende Primer verwendet SAIL LB For. und CCR2exon3R, dabei entsteht eine etwa 
800 bp große Bande. 
Zum Test auf homozygote CCR2- Knockouts wurde die Primerkombination CCR2 
ex1F und CCR2 exon3R eingesetzt, es entsteht eine etwa 800 bp große Bande. 
3.5.2.1 Überprüfung auf RNA Ebene 
Zur weiteren Überprüfung der ccr1ccr2 Mutanten wurde aus Pflanzen der F2 
Generation RNA extrahiert, diese in cDNA umgeschrieben und dann in PCR-
Reaktionen verwendet. 
Die Proben wurden mit der Primerkombinationen CCR1 exon 3/4 RTqPCR F und 
CCR1 exon 5/4 RTqPCR R oder CCR1 ex2F und CCR1 ex3nestR auf einen 
homozygoten CCR1-Knockout getestet, hierbei entstehen 380 bp bzw. 170 bp große 
Banden.  
Zum Test auf einen CCR2-Knockout wurden die Primerkombinationen CCR2 exon 
2/3 RTqPCR F und CCR2 exon 4/3 RTqPCR R oder CCR2 480F und CCR2 exon3R 
eingesetzt, dabei entstehen 380 bp bzw. 220 bp große Banden. 
3.6 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Alternaria brassicicola 
3.6.1 Vermehrung und Ernte der Alternaria brassicicola Sporen  
 (nach Broekaert W.F. 1990) 
Zur Vermehrung wurden Alternaria Sporen aus einem Glycerolstock auf Sechs-
Cerealien Agar aufgetropft. Die Platten verblieben für circa 2 Wochen bis zur 
Sporulation des Pilzes im Pflanzenschrank. 
Zur Sporenernte wurden je 10 ml 0,01%-igem Tween 20 auf die bewachsenen 
Petrischalen gegeben und die Sporen mit Hilfe eines sterilen Spatels von der Platte 
gekratzt. Anschließend wurden die Sporen durch einen sterilen Glastrichter mit 
steriler Mullbinde gefiltert und in einem sterilen Gefäß aufgefangen. 
Die so gewonnenen Sporen wurden durch zweimaliges Zentrifugieren gewaschen 
und in 0,01%-igem Tween 20 resuspendiert. Anschließend bestimmte man mit Hilfe 
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einer Neubauer Improved Zählkammer die Sporenkonzentration und stellte sie für 
Glycerolstocks auf 4x107 Sporen / ml ein. Zur Herstellung der Glycerolstocks wurden 
600 µl Sporensuspension zu 600 µl 50%-igem Glycerol gegeben, in 100 µl Aliquots 
in flüssigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 
 
Sechs-Cerealien Medium: 
20 g/L  7 Kornbrei  
15 g/L  Agar 
3.6.2 Infektion von Pflanzen 
Für die Infektion wurde die Sporenkonzentration auf 1x106 bzw. 1x107 eingestellt. 
Danach wurde je ein 5 µl Tropfen der Sporensuspension (1x106 bzw. 1x107) auf 
beide Blatthälften von 5 Wochen alten Pflanzen aufgetropft. Zur Erhöhung der 
Luftfeuchtigkeit auf 100% wurden die inokulierten Pflanzen gegossen, unter einen 
durchsichtigen Deckel gestellt und unter Kurztag-Bedingungen inkubiert. Nach vier 
Tagen wurden die Deckel abgenommen und 2 Tage später die Symptome 
beobachtet. In anfälligen Genotypen, wie pad3 (Thomma et al. 1999) werden 
Konidiosporen gebildet, bei inkompatiblen Genotypen wie Col-0 werden diese 
normalerweise nicht beobachtet. 
3.6.3 Trypanblau Färbung 
Die Trypanblau Färbung wird angewandt um pilzliches Wachstum (Hyphen), 
beschädigte Membranen und totes Gewebe anzufärben (Koch und Slusarenko, 
1990). 
Die infizierten Arabidopsis Blätter wurden für 5 Minuten in der fertigen 
Gebrauchslösung gekocht, nach dem Abkühlen wurde die Färbelösung entfernt und 
zum Entfärben Chloralhydrat hinzugegeben. Bei Bedarf wurde die Chloralhydrat 
Lösung gewechselt, bis die Blätter entfärbt sind. Zum Mikroskopieren wurden die 
Blätter in 50%-iges Glycerol gelegt. 
 
Trypanblau Färbelösung: 
10 ml   Phenol 
10 ml   Milchsäure 
10 ml   Glycerin 
10 ml   Aqua bidest 
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20 mg  Trypanblau 
Diese Lösung wird 1:2 mit Ethanol zur Gebrauchslösung gemischt. 
 
Chloralhydrat Lösung: 
50 mg Chloralhydrat in 20 ml Aqua bidest unter rühren und vorsichtigem Erwärmen 
lösen 
3.7 Infektion von Arabidopsis mit Blumeria graminis f. sp. hordei 
3.7.1 Vermehrung von Blumeria graminis f. sp. hordei 
Zur Vermehrung des Gerstenmehltaus wurden für Mehltau anfällige Gerstenpflanzen 
(Ingrid Mlo) angezogen und nach einer Woche infiziert. Hierfür wurden einen Tag vor 
der Infektion Sporen von bereits infizierten Gerstenpflanzen geschüttelt, sodass für 
die Infektion neu gebildete, lebende Sporen zur Verfügung standen.  
3.7.2 Infektion der Arabidopsis Pflanzen 
Zur Infektion von Arabidopsis mit dem Gerstenmehltau wurden die Pflanzen in einen 
Infektionsturm gestellt. Die Sporen wurden von infizierten Gerstenblättern, durch eine 
Klappe im oberen Teil des Turms, auf die Pflanzen geschüttelt. Diese blieben nun 
circa eine Stunde im Infektionsturm und wurden anschließend für drei Tage im 
Pflanzenschrank bei 16 h Licht, 8 h Dunkelheit, 65% Luftfeuchtigkeit und 18°C 
kultiviert. Drei Tage nach der Infektion wurden je 3 Blätter geerntet, der Pilz mit Hilfe 
der Trypanblau Färbung sichtbar gemacht, und von jedem Genotyp jeweils drei 
Blätter mit je 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgezählt. 
3.8 Infektion von Arabidopsis mit Pseudomonas syringae pv. 
tomato 
Zur Untersuchung des Wachstums der Pseudomonaden in Blättern wurden die 
Bakterien mit Hilfe einer Spritze in die Blätter infiltriert, und anschließend nach der 
Infiltration sowie drei Tage danach re-isoliert.  
3.8.1 Re-Isolation der Pseudomonaden aus Arabidopsis Blättern 
Für die Re-Isolation wurden 10 ml Übernachtkulturen des virulenten Pseudomonas-
Stamms (DC3000) und des avirulenten Stamms Pst + avrRpt2 angeimpft und am 
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nächsten Tag durch 5 minütiges Zentrifugieren bei 5000 rpm geerntet. Zuvor wurden 
die zu infiltrierenden Blätter am Stiel markiert, mit Wasser besprüht und zur Öffnung 
der Stomata, ein Deckel auf die Wachstumsschale gesetzt. Nach circa einer Stunde 
konnte nun mit der Infiltration der Pseudomonaden begonnen werden. Hierfür wurde 
die Konzentration der Bakterien auf 1x105 cfu / ml eingestellt. Dazu wurden die 
Pseudomonaden nach der Ernte in 10 mM MgCl2 resuspendiert und in einer 1:10 
Verdünnung die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm gemessen. Eine 
OD600 von eins entsprach einer Zellzahl von 1x109 cfu / ml. 
Nun wurden mit Hilfe einer 1 ml Spritze jeweils 9 Blatthälften pro Zeitpunkt und 
Genotyp mit wenig Druck von der Unterseite infiltriert, so dass etwa 1/3 der 
Blatthälfte die Bakteriensuspension enthielt. Nachdem alle Pflanzen infiltriert waren, 
konnte mit der Re-Isolation zu Zeitpunkt t=0h begonnen werden. Hierfür wurden pro 
Genotyp aus jeweils 9 Blatthälften mit Hilfe eines 0,5ml Eppi-Deckels (∅ 2,54 cm2) 
Blattscheibchen ausgestochen. Die Blattscheibchen wurden in einem Eppi vereinigt 
und in 240µl MgCl2 mit Hilfe eines Eppi-Bohrers homogenisiert. Nun wurde das 
Homogenisat 1:50, 1:100 und 1:200 verdünnt. Für die Re-Isolation 72h nach 
Infiltration wurde das Homogenisat aufgrund des bakteriellen Wachstums in den 
Pflanzen auf 1:1000, 1:3000 und 1:5000 verdünnt. Die Verdünnungen wurden nun 
auf KB Rif50,Tet15 ausplattiert und für zwei Tage bei 28°C inkubiert. 
3.9 Extraktion von DNA aus biologischem Material 
3.9.1 Extraktion von bakterieller Plasmid-DNA 
Bakterielle Plasmid-DNA wurde mit Hilfe verschiedener Kits (peqGOLD Plasmid 
Miniprep Kit I, NucleoSpin® Plasmid, PureLink™ HQ Mini Plasmid-DNA Purification 
Kit) isoliert. Hierbei wird zuerst eine alkalische Lyse der Bakterien (nach Birnboim 
und Doly, 1979) durchgeführt und das geklärte Lysat anschließend an eine Säule 
gebunden. Die DNA bindet an die Silikamatrix der Säulchen und kann durch 
mehrmaliges Waschen von Proteinkontaminationen gereinigt werden. Anschließend 
wurde die Plasmid-DNA mit einem im Kit mitgelieferten Elutionspuffer, Wasser oder 
TE-Puffer von den Säulen eluiert und bei -20 °C gelagert, oder konnte direkt für 
PCRs, Restriktionsanalysen und Klonierungen weiterverwendet werden. 
 
TE (Tris- EDTA) -Puffer (pH 8) 
10 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 8 
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1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 
3.9.2 Extraktion von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana 
Zur Extraktion von DNA wurden zunächst 3 Blätter in flüssigem Stickstoff gemörsert 
und 300 µl Edwards-Puffer zugegeben, gevortext. Anschließend wurden die Proben 
für 10 Minuten auf 65°C erhitzt und danach für 10 Minuten auf Eis gestellt. Zur 
weiteren Denaturierung der Proteine wurde 200 µl Chloroform zugeben, gevortext 
und bei voller Geschwindigkeit für 10 Minuten zentrifugiert. In neues 1,5 ml Eppis 
wurden jeweils 300 µl Isopropanol vorlegt, anschließend wurde die wässrige Phase 
(Überstand), in welcher sich die Nukleinsäuren befinden, vorsichtig abgezogen und 
zum Isopropanol hinzugegeben. Danach wurden die Proben gevortext und für 10 
Minuten bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach diesem Fällungsschritt wurde 
der Überstand verworfen und das Pellet in 500µl 70%-igem Ethanol gewaschen und 
für 5 Minuten bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert, der Überstand vorsichtig 
sorgfältig abgezogen und das Pellet luftgetrocknet. Anschließend wurden 50 µl TE-
Puffer (pH 8,5) zugeben, und das Pellet resuspendiert. Für PCRs wurde 2 µl der 
DNA eingesetzt. 
 
Edwards-Puffer:  
200 mM Tris / HCl, pH 7,5 
250 mM NaCl  
25 mM EDTA  
0,5 % SDS 
 
TE (Tris- EDTA) -Puffer (pH 8) 
10 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 8 
1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 
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3.9.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Um die Konzentration von Nukleinsäuren zu bestimmen wurde die optische Dichte 
der verdünnten Proben im Photometer bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. 
Folgende Formel wird zur Konzentrationsbestimmung von unverdünnten 
Nukleinsäuren-Proben verwendet:  
 
    c [µg/ml] = OD260 x V x F 
 
'V' ist der Verdünnungsfaktor und 'F' der Multiplikationsfaktor, der bei RNA 40 und bei 
doppelsträngiger DNA 50 beträgt (Mülhardt, 2002). 
Die Reinheit der Nukleinsäuren wurde außerdem der Quotient 260/280 nm bestimmt, 
dieser auch durch den pH-Wert und Salzgehalt der Lösung beeinflusst werden 
(Wilfinger et al., 1997). Eine proteinfreie Nukleinsäurelösung sollte einen Quotient 
260/280 nm zwischen 1,5 und 2,2 aufweisen. 
3.10 PCR - Polymerase Kettenreaktion 
Mitte der 1980er Jahre wurde mit der mit der 'Polymerase Chain Reaction’ (PCR) 
eine Methode zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Fragmenten (Saiki et al. 
1985, Mullis und Faloona 1987) entwickelt. Als Ausgangsmaterial dient sowohl 
genomische als auch Plasmid-DNA. Zur Amplifizierung wird außerdem eine DNA-
Polymerase benötigt, die aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus 
(Taq), oder anderen thermophilen Bakterien, isoliert wurde und so den Bedingungen 
der PCR und Temperaturen bis 95°C standhält. Weiterhin werden ausreichende 
Mengen der 4 Nukleotide ATP, TTP, GTP und CTP benötigt, sowie spezifische 
Primer. Das sind kurze synthetische DNA-Fragmente, die Anfang und Ende der zu 
amplifizierenden DNA markieren. Die PCR wird in einem Thermocycler (Peltier 
Thermal Cycler PTC-200) durchgeführt und besteht aus 25 bis 40 Zyklen, jeder 
Zyklus besteht wiederum aus 3 Schritten. Die PCR beginnt mit der Denaturierung der 
DNA, so dass aus doppelsträngiger DNA Einzelstränge entstehen. Dieser Vorgang 
wird bei 94°C durchgeführt. Im 2. Schritt kommt es zur Primeranlagerung an die 
getrennten Einzelstränge, dazu muss die Temperatur auf 52°C - 57°C gesenkt 
werden (je nach Schmelztemperatur der Primer). Im anschließenden Schritt beginnt 
nun die DNA-Polymerase am 3'-Ende der Primer mit der Neusynthese der 
gewünschten DNA-Fragmente. Hierzu wird die Temperatur auf 72°C erhöht, die 
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Dauer der Synthese ist von der Länge des zu amplifizierenden DNA-Fragments und 
der verwendeten DNA-Polymerase abhängig. Die so entstandene DNA verdoppelt 
sich im nächsten Zykus erneut, dadurch kommt es zum exponentiellen Anstieg des 
gewünschten DNA-Fragments.  
In dieser Arbeit wurden verschiedene DNA-Polymerasen wie auch kommerzielle 
PCR-Mixe (s. Kapitel 2.5) eingesetzt, in denen zusätzlich zur DNA-Polymerase auch 
Nukleotide und MgCl2 enthalten sind, sodass nur noch die benötigten Primer und die 
Ausgangs-DNA hinzugegeben werden mussten. 
 
Die PCR-Ansätze für den RedTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix und den  
MolTaqRED Mastermix sahen wie folgt aus:  
   x µl Ausgangs-DNA 
10 µl Ready Mix / Mastermix 
  1 µl Primer Forward (10 µM) 
  1 µl Primer Reverse (10 µM) 
auf 20 µl mit Aqua bidest auffüllen 
 
PCR-Ansatz für den FIREPol 5x Master Mix 12,5 mM MgCl2: 
x µl Ausgangs-DNA 
4 µl Mastermix 
1 µl Primer Forward (10 µM) 
1 µl Primer Reverse (10 µM) 
auf 20 µl mit Aqua bidest auffüllen 
 
PCR-Ansatz für die PhusionTM DNA-Polymerase: 
   x µl Ausgangs-DNA 
 10 µl Puffer HF 
   1 µl dNTPs 
   1 µl Primer Forward (10 µM) 
   1 µl Primer Reverse (10 µM) 
0,5 µl PhusionTM DNA-Polymerase 
auf 50 bzw. 20 µl mit Aqua bidest. auffüllen 
 
Zur Amplifizierung der DNA wurden folgende Programme verwendet: 
 
 III Methoden 
 53 
Standard: 
94°C    1:30 min 
94°C    0:30 min 
55°C    0:45 min  34x 
72°C    1:00 min 
72°C  10:00 min 
 4°C 
 
Phusion 
98°C    1:00 min 
98°C    0:10 min 
55°C    0:15 min  26x 
72°C    1:00 min  
72°C    7:00 min  
 4°C 
 
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschließend gelelektrophoretisch analysiert, 
gegebenenfalls aus dem Gel aufgereinigt und / oder kloniert und sequenziert. 
3.10.1 Geleletrophorese 
Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Größenauftrennung von Nukleinsäuren 
(DNA und RNA). Hierbei wird sich deren negative Ladung zu Nutze gemacht, so 
wandern sie im elektrischen Feld zum positiven Pol. Zur Auftrennung werden 
TAE / Agarosegele verwendet. Sie wirken wie ein Sieb auf die Nukleinsäuremoleküle. 
Das Wanderverhalten der DNA wird beeinflusst von der Porengröße der Matrix, der 
Stärke des angelegten Feldes und der Größe der DNA-Moleküle. Große Moleküle 
werden durch die Agarose stärker an der Wanderung zum Pluspol behindert als 
kleinere, so dass größere Moleküle in der gleichen Zeit langsamer laufen und einen 
kürzeren Weg durch das Gel zurück legen als kleinere. Zusammen mit den zu 
testenden DNA-Proben muss zur Größenabschätzung der Fragmente immer ein 
DNA-Marker (s. Kapitel 2.8) im Gel mitlaufen. 
Je nach erwarteter Größe der DNA-Fragmente wurden 1 - 2%-ige TAE / Agarosegele 
hergestellt. Die Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht bis sie sich vollständig 
gelöst hat. Die auf 65°C abgekühlte Agaroselösung wurde nun mit 3 - 6 µl der 
 III Methoden 
 54 
Ethidiumbromidlösung versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Ethidiumbromid 
interkaliert zwischen die Basen der Nukleinsäuren und kann im UV-Licht sichtbar 
gemacht werden. Ein DNA-Marker, sowie die mit 6x DNA-Ladepuffer versetzten 
Proben wurden in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte mit 1x 
TAE als Laufpuffer und circa 10 Volt / cm. Die DNA kann nach beendeter 
Elektrophorese mit UV-Licht der Wellenlänge 302 nm angeregt und sichtbar gemacht 
werden. Zur Dokumentation wurden Polaroidfotos von den Gelen angefertigt. 
 
10x TAE-Puffer: 
0,4 M   Tris / HCl 
0,2 M   Natriumacetat 
10 mM  EDTA, pH 8,2 
mit Aqua bidest. auf 1L auffüllen 
 
10x DNA-Ladepuffer: 
0,5 % (w/v) Bromphenolblau, oder Orange 
50 % (w/v) Glycerin 
0,1 M   EDTA 
 
Ethidiumbromidlösung: 
5 mg Ethidiumbromid / ml Aqua bidest. 
 
3.10.2 Aufreinigung von PCR-Produkten aus TAE / Agarosegele 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten aus TEA / Agarosegelen standen mehrere 
kommerzielle Kits (peqGOLD Gel Extraction Kit II, Perfectprep® Gel Cleanup Kit, 
NucleoSpin® Extract II) zur Verfügung. Mit Hilfe der Kits wird die DNA aus der 
Agarose durch Erwärmen gelöst, an eine Silikamatrix gebunden, Kontaminationen 
durch mehrmaliges Waschen entfernt und mit Wasser oder Puffer eluiert. 
Das gewünschte PCR-Produkt wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, 
gewogen und nach Anleitung mit Hilfe eines Kits aus dem Gel gelöst, an die Säule 
gebunden und eluiert. Das Eluat wurde dann erneut im Gel kontrolliert und 
anschließend für Restriktionsanalysen, Ligationen oder Sequenzierungen eingesetzt. 
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3.10.3 Restriktionsanalysen 
Restriktionsanalysen werden zur Charakterisierung und Identifizierung von DNA 
verwendet. Erst wenn ein DNA-Molekül mit Hilfe von Restriktionsenzymen (s. Kapitel 
2.6) überprüft wurde, konnte es für anschließende Klonierungen weiterverwendet 
werden. 
3.11 Klonierungen 
3.11.1Erstellung der CCR- GFP Konstrukte 
Zur Klonierungen wurden die Gateway® Technologie verwendet. Zuerst wurden die 
cDNAs von CCR1 und CCR2 mit folgenden Primerkombinationen amplifiziert. 
(CCR1: Primer 13 und 21, CCR2: Primer 26 und 32). Anschließend wurde mit Hilfe 
von Gateway® Adapter spezifischen Primern (Primer 37 und 38) attB-flankierte PCR-
Produkte erstellt, welche anschließend in den Klonierungsvektor pJET1 gebracht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung III. 1: Plasmidkarten der Klonierungsvektor pJET1 + CCR1 bzw. pJET1 + CCR2- 
cDNA 
Die genaue Position der Restriktionsenzyme Eco RI und Bam HI sind in Klammern hinter den 
Enzymen in bp angegeben. AmpR bezeichnet das Ampicillin Resistenzgen, MSC die "multiple cloning 
site“. 
 
 
 
 
pJET1 + CCR2 
4411 bp 
AmpR
CCR2 
MCS 
MCS 
Bam HI (2307) 
Eco RI (179) 
CCR1 pJET1 + CCR1 
4163 bp
AmpR 
MCS 
Bam HI (2059) 
Eco RI (179) 
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Aus dem Klonierungsvektor pJET1 wurde die jeweilige cDNA mit Hilfe der Gateway® 
BP-Reaktion in den Vektor pDONR 207 kloniert (s. Abbildung III. 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung III. 2: Plasmidkarten der Klonierungsvektoren pDONR207 + CCR1 und pDONR207 + 
CCR2 
In der Vektorkarte sind die Position der Gentamycinresistenz (GmR) und CCR- Gene verzeichnet, 
sowie die Position der Restriktionsenzyme Eco RV und Pst I. In Klammern hinter dem jeweiligen 
Enzym sind die genauen Positionen in bp angegeben. attP1 und attP2 bezeichnen 
Rekombinationsstellen zwischen die das jeweilige CCR- Gen kloniert wurde. 
Zur Überprüfung der Konstruke wurden diese mit Pst I und Eco RV kontrollgespalten 
und anschließend mit CCR1- bzw. CCR2-spezifischen Primern sequenziert. 
Anschließend wurden die CCR- Gene mittels Gateway® LR Reaktion in den 'Ziel' -
 Vektor pGWB5 (Nakagawa et al., 2007) kloniert und dann durch Hitzeschock 
Transformation in E.coli-Zellen gebracht und auf LBHygr50, Kan50 selektioniert. Aus den 
so erhaltenen E.coli GFP-CCR Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und die 
Konstrukte (s. Abbildung IV. 46) mit Hilfe von Kontrollspaltungen (Xho I und Hind III) 
und Sequenzierungen überprüft. 
Die überprüften GFP-CCR Konstrukte wurden danach durch Elektroporation in 
kompetente Agrobakterien des Stamms GV3101 gebracht und auf 
YEPRif100, Kan50, Gent50, Hygr50, Carb100 selektioniert. Von den erhaltenen Transformanden 
wurden Flüssigkulturen angeimpft, die später zu Glycerolstocks vereinigt wurden. 
Diese wurden für die Transformation von Arabidopsis thaliana Pflanzen mittels 
pDONR207 + CCR1 
4670 bp 
GmR 
CCR1 
attP1 
attP2 
Eco RV (2637) Pst I (1844)
pDONR207 + CCR2 
4670 bp 
GmR 
CCR2 
attP1 
attP2 
Eco RV (2637) Pst I 
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'Floral-Dip' Methode (Clough und Bent, 1998) verwendet. Es wurden Ws-0, Col-0, 
ccr2 und Gccr1 transformiert, zur Samenreife gebracht und die folgenden 
Generationen auf MSHygr50 Platten selektioniert. 
3.11.2 Erstellung der CCR- getagten Konstrukte 
Für die Erstellung der CCR- Myc- bzw HA- getagten Kontrukte wurden die zuvor  
beschriebenen Entry Vektoren (s. Kapitel 3.11.1 und Abbildung III. 2) 
pDONR207+CCR1 bzw pDONR207+CCR2 (s. Abbildung III. 2) verwendet. Mit Hilfe 
der Gateway® LR Reaktion wurde die CCR1- cDNA in den Ziel - Vektor pGWB17 
(Myc-Tag, Nakagawa et al., 2007) und die CCR2- cDNA in den Ziel - Vektor 
pGWB14 (HA-Tag, Nakagawa et al., 2007) kloniert. Die erhaltenen Expressions -
 Vektoren fusionieren die CCR- Gene mit einem 4x Myc-Tag bzw. einem 3x HA-Tag 
und wurden über Hitzeschock in E.coli-Zellen transformiert und auf LBHygr50, Kan50 
selektioniert. Aus den erhaltenen Transformanden wurde die Plasmid-DNA extrahiert 
und per Kontrollspaltung (Xho I und Hind III) bzw. Sequenzierung überprüft. 
Anschließend wurden die überprüften Konstrukte (s. Abbildung IV. 48) per 
Elektroporation in den Agrobakterien-Stamm GV3101 transformiert und auf 
YEP Rif100, Kan50, Gent50, Hygr50, Carb100 selektioniert. Von Transformanden wurden 
Flüssigkulturen angeimpft, kultiviert und diese anschließend zu Glycerolstocks 
vereinigt. Daraus wurden GV3101-pGWB17+CCR1 und GV3101-pGWB14+CCR2 
Flüssigkulturen für die anschließenden Arabidopsis-Transformationen angeimpft. 
Hierbei wurden Col-0 mit pGWB17+CCR1 sowie Ws-0 und ccr2 mit pGWB14+CCR2 
transformiert, zur Samenreife gebracht und nachfolgenden Generationen auf MsHygr50 
Platten ausgesät und selektioniert. 
3.11.3 Erstellung der CCR- Überexpressions Konstrukte 
Zur Herstellung der CCR- Überexpressionslinien wurden die bereits beschriebenen 
Entry Vektoren pDONR207+CCR1 und pDONR207+CCR2 verwendet (s. Kapitel 
3.11.1 und Abbildung III. 2). Mittels Gateway® LR Reaktion wurde die CCR- Gene in 
den Ziel - Vektor pGWB2 kloniert. Die so erhaltenen CCR1 und CCR2 
Überexpressionsvektoren (s. Abbildung IV. 49) wurden über Hitzeschock 
Transformation in XL1 blue E.coli-Zellen gebracht und auf LBHygr50, Kan50 selektioniert. 
Anschließend wurde von den Transformanden ü/N Kulturen angeimpft und die 
Plasmid-DNA extrahiert. Die Plasmide wurde mit Xho I und Hind III kontrollgespalten 
und durch Sequenzieren mit CCR1- undCCR2-spezifischen Primern überprüft. 
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Danach wurden die Plasmide durch Elektroporation in kompetente Agrobakterien des 
Stamms GV3101 gebracht und anschließend auf YEPRif100, Kan50, Gent50, Carb100, Hygr50 
Platten selektioniert. Von den Transformanden wurden Glycerolstocks angelegt, 
welche später zur Transformation von Col-0, Gccr1, ccr2 und Ws-0 Pflanzen mit der 
'Floral-Dip' Methode verwendet wurden. 
3.11.4 Erstellung der Komplemetations- Konstrukte mit CCR- ähnlichen Genen 
Zum Klonieren von At4g27250 und At5g19440 in den binären Vektor pCHF1 wurden 
als erstes die cDNAs, mit genspezifischen Primern mit angefügten Schnittstellen für 
die Restriktionsenzyme Pst I und Sac I, amplifiziert (At4g27250: Primer 3 und 4; 
At5g19440: Primer 7 und 8; s. Abbildung III. 3).  
 
Abbildung III. 3A: PCR-Produkte der Amplifizierung von At4g27250 und At5g19440 cDNA mit 
genspezifischen Primern 
Anschließend wurden die PCR-Produkte aufgereinigt und mit Pst I und Sac I verdaut. 
Im nächsten Schritt wurde der Vektor pCHF1 ebenfalls mit Pst I und Sac I verdaut, 
aufgereinigt und zum einen mit dem gespaltenen und aufgereinigtem PCR-Produkt 
von At4g27250 und zum anderen mit dem von At5g19440 ligiert. Die entstanden 
Konstrukte (s. Abbildung IV.51) wurden im Anschluss über Hitzeschock-
Transformation in kompetente E.coli XL1 blue Zellen gebracht. Die transformierten 
E.coli-Zellen wurden auf LBSpec Platten ausgestrichen, ü/N bei 37°C kultiviert. 
Anschließend wurden die gewachsenen Kolonien zum Animpfen von Flüssigkulturen 
verwendet. Aus diesen wurde die Plasmid-DNA isoliert und zur Überprüfung mit 
genspezifischen Primern (At4g27250: Primer 3 und 4; At5g19440: Primer 7 und 8) 
sequenziert. 
Danach wurden die überprüften Konstrukte durch Elektroporation in kompetente 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 gebracht und für 3 Tage bei 28°C kultiviert. Von 
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Transformanden wurden ü/N-Kulturen (YEPRif100+Kan50+Spec100+Gent25) angeimpft und 
Glycerolstocks erstellt. Aus diesen GV3101+27250 und GV3101+19440 
Glycerolstocks wurden Flüssigkulturen für die Transformation von Arabidopsis 
thaliana angeimpft. Anschließend wurden Ws-0, Col-0, ccr2, Gccr1 und Sccr1 
Pflanzen über 'Floral-Dip' (Clough und Bent, 1998) Methode transformiert zur 
Samenreife gebracht und nachfolgende Generationen auf MSGent25 Platten 
selektioniert. 
3.12 RNA-Extraktion (modifiziert nach Chomczynski und Sacchi, 
 1987) 
Zur Extraktion von RNA müssen alle Materialien wie Eppis und Pipettenspitzen frei 
von RNAsen sein, außerdem müssen aus dem gleichen Grund bei allen 
Arbeitsschritten Handschuhe getragen werden. 
Das geerntete Pflanzenmaterial wurde als erstes in flüssigem Stickstoff gemörsert, 
und anschließend in Eppis überführt, in die 1 ml TRI-Reagenz vorgelegt wurde. Die 
Proben wurden nun 10 Sekunden gevortext und anschließend 10 Minuten bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurden 100 µl 1-Bromo-3-chloropropan 
zugeben, 10 Sekunden gevortext, die Proben 10 Minuten bei Raumtemperatur 
stehengelassen und danach für 10 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. 
Nun wurde die wässrige Phase (der Überstand) abgenommen, in ein neues Eppi 
überführt, erneut 100 µl 1-Bromo-3-chloropropan zugegeben, 10 Sekunden 
gevortext, die Proben 10 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen und für 10 
Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen 
(nicht mehr als 3x 150 µl), in ein neues Eppi überführt und das gleiche Volumen an 
Isopropanol hinzugeben. Anschließend wurden die Proben 10 Sekunden gevortext 
und zum Präzipitieren 15 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach 
wurden die Proben für 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der 
Überstand verworfen und das Pellet mit 70%-igem Ethanol (mit DEPC Wasser) 
gewaschen. Anschließend wurde mit voller Geschwindigkeit bei 4°C für 5 Minuten 
zentrifugiert, der Überstand abgezogen. Die Proben wurden ab jetzt auf Eis gelagert. 
Anschließend wurde das Pellet in 20 bis 30 µl DEPC Wasser aufgenommen, 60 µl 
100%-iges Ethanol und 1/10 Volumen der Probe (2 bzw. 3 µl) Natrium Acetat (pH 
5,2) hinzugegeben, gemixt und die Proben über Nacht in den Kühlraum gestellt. Am 
nächsten Tag wurden die Proben für 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C 
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zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit 70%-igem Ethanol (mit 
DEPC Wasser) gewaschen. Danach wurde mit voller Geschwindigkeit für 5 Minuten 
bei 4°C zentrifugiert, der Überstand abgezogen und das Pellet in 20 bis 30 µl DEPC 
Wasser gelöst. Die RNA bei -20°C lagern. 
Zum Überprüfung der RNA wurde ein 1% TAE / Agarose-Testgel gefahren, um 
eventuelle Degradierungen der Proben ausschließen zu können. Hierfür wurden 
0,5 µg RNA jeder Probe mit DNA-Ladepuffer versetzt, auf 10 µl mit DEPC Wasser 
aufgefüllt und auf das Gel aufgetragen. 
 
TRI-Reagenz: 
0,4 M   Ammoniumthiozyanat 
0,8 M   Guanidinthiozyanat 
0,1 M   Natriumacetat 
  5% (v/v)  Glycerol 
38% (v/v)  wassergesättigtes Phenol 
mit Essigsäure auf pH 5 einstellen  
3.13 Northernblot 
Zur Transkriptanalyse wurde Northerblot-Analysen durchgeführt. Hierzu wurden zu 
20 µg RNA das gleiche Volumen an 2x RNA-Ladepuffer gegeben und bei 65°C für 10 
Minuten im Thermomixer geschüttelt. Anschließend wurden die RNA-Proben in ein 
denaturierendes 1% iges MOPS / Formaldehyd-Gel aufgetragen und in 1x MOPS 
Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Für die Northerblot-Analysen wurde die RNA 
aus dem Gel auf eine Nylonmembran übertragen. Hierbei wurde die negativ 
geladenen RNA-Moleküle über Kapillarkräfte auf eine positiv geladene Membran 
transferiert. Als Transfer-Puffer wurde RNAse-freies 6x SSC verwendet. Nachdem 
Transfer der RNA auf die Membran wurde diese durch Bestrahlung mit UV-Licht 
(Cross-linking) auf der Membran fixiert. Anschließend wurde die Membran mit 
Methylenblau gefärbt, um festzustellen, ob die eingesetzte RNA-Menge bei allen 
Proben gleich waren. 
1% iges MOPS / Formaldehyd Gel, denaturierend 
1,6 g   Agarose 
16 ml   10 x MOPS Puffer  
130 ml  RNase-freies Wasser;  
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aufkochen und auf 55°C abkühlen lassen und  
17.5 ml  37% Formaldehyde zugeben 
durch Schwenken mischen und das Gel gießen 
 
10 x MOPS-Puffer 
0,2 M   MOPS (3-[N-Morpholino]Propansulfonsäure) 
0,05   M Na-Acetat 
0,01   M Na-EDTA 
mit Aqua bidest. auf 1L auffüllen 
mit NaOH auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren 
 
20 x SSC 
3 M   NaCl 
3 M   Na-Citrat 
mit Aqua bidest. auf 1L auffüllen 
mit NaOH auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren 
 
Methylenblau-Lösung 
500 mM Na-Acetat (pH 5,2) 
0,04% Methylenblau 
 
3.13.1 Erstellung der CCR1- DIG-Sonde 
Zur Erstellung der CCR1- DIG-Sonde wurde die CCR- cDNA mit Hilfe von 
genspezifischen Primern (Primer 12 und 13) amplifiziert, das PCR-Produkt 
ausgeschnitten und aufgereinigt. Anschließend wurde es nach Anweisung (pGEM®T-
Easy Vector System Kit) in den Vektor pGEM®T-Easy (Promega) ligiert und 2µl des 
Ligationsansatzes über Hitzeschocktransformation in XL1 blue E.coli-Zellen 
gebracht. Diese wurden auf LBAmp50 Platten selektioniert. Von den Transformanden 
wurden Flüssigkulturen angeimpft, die Plasmid-DNA extrahiert und mittels Pst I und 
Xho I (s. Abbildung III. 4) gespalten um festzustellen in welche Richtung die CCR1- 
cDNA in den Vektor eingebaut wurde. Wenn die CCR1- cDNA im Uhrzeigersinn in 
das Plasmid eingebaut wurde, erwartet man unter anderem ein 400bp-Bande, wurde 
die cDNA gegen den Uhrzeigersinn ins Plasmid eingebaut eine 120 bp-Bande. 
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Abbildung III. 4: pGEM® T Easy + CCR1 verdaut mit Pst I und Xho 
In Abbildung III. 4 ist der Verdau der pGEM®T-Easy + CCR1 Konstrukte dargestellt. In Konstrukt 2, 
und 5 entstand neben 3 anderen Banden ein 400 bp-Fragment.  
 
Da in Konstrukt 2 und 5 unter anderem auch eine 400bp-Bande entstand (s. 
Abbildung III. 4), wies dies darauf hin, dass die CCR1- cDNA im Uhrzeigersinn ins 
Plasmid eingebaut wurde (s. Abbildung III. 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung III. 5: Plasmidkarte von pGEM® T Easy + CCR1- cDNA 
In der Pasmidkarte sind die Positionen der Ampicillinresistenz- LacZ- und CCR1- Gene vermerkt. 
Außerdem ist die Lage der M13 Primer (F und R), sowie die Position des T7 Promotors und des 
Transkriptionsstarts der T7 RNA Polymerase gekennzeichnet. Weiterhin zeigt die Karte die genaue 
Position der Restriktionsenzyme Pst I und Xho I, in Klammern sind die Positionen in bp angegeben. 
 
Pst I (589) 
pGEM®T-Easy  
+ CCR1 
3515 bp 
AmpR 
lac Z 
lac Z 
CCR1 ATG - 501 
T7 Transkriptionsstart 
M13 F 
M13 R 
T7 Promotor 
 
500 bp 
250 bp 
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Anschließend wurden die zur Sondenherstellung benötigten DNA-Fragmente mit 
M13 Primern (Primer 41 und 42) per PCR amplifiziert und das PCR-Produkt 
aufgereinigt (s. Abbildung III. 6). Aus dem aufgereinigten PCR-Produkt wurde 
anschließend mit Hilfe einer T7-RNA-Polymerase und DIG-markierten NTPs die 
CCR1- DIG-Sonde hergestellt. 
 
Abbildung III. 6: M13 PCR und produzierte CCR1- Sonde 
Abbildung III. 6 zeigt das M13 PCR-Produkt sowie die etwas kleinere Sonde, die mit Hilfe einer T7-
RNA-Polymerase und DIG-markierten NTPs erstellt wurde und im Gelbild unter dem PCR-Produkt 
zusehen war. 
In Abbildung III. 6 ist sowohl das aufgereinigte M13 PCR-Produkt als auch die 
entstandene CCR1- RNA Sonde dargestellt. Diese ist kleiner (ca. 500 bp) als das 
M13 PCR-Produkt (ca. 750 bp), da durch die RNA-Polymerase nur die CCR1- cDNA 
markiert wurde. Die so entstandene CCR1- DIG-Sonde wurde anschließend zur 
Hybridisierung von Northernblots verwendet. 
3.13.2 Hybridisierung der Blots mit der DIG-Sonde 
Zur Prähybridisierung wurde zunächst der auf 68°C Hybridisierungsofen vorgeheizen 
und Röhre sowie Deckel ebenfalls temperiert. Anschließend wurden 2 mal 5 ml (bei 
kleiner Röhre, bei großer Röhre 10ml) DIG easy Hyb in kleinen Falkons auf 68°C 
temperiert. Die Membran wurde dann in die trockene Röhre überführt, mit der 
Oberseite nach innen, anschließend wurden 5ml DIG Easy Hyb dazugeben und ca. 
1h bei 68°C prähybridisiert. Für die Hybridisierung mit einer DIG-Sonde wurden 
100μl DIG Easy Hyb in ein Eppi pipettiert und anschließend 5μl von der Sonde 
zugeben. Das Gemisch wurde 5 Minuten bei 98°C denaturiert, danach schnell auf 
750 bp 
500 bp 
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Eis gegeben und kurz zentrifugiert. Anschließend wurde das DIG easy Hyb mit 
Sonde vollständig zum temperierten DIG Easy Hyb pipettiert. Die Röhre wurde aus 
Hybridisierungsofen genommen und die Flüssigkeit abgegossen. Danach wurden 
sofort DIG easy Hyb mit Sonde zugegeben und über Nacht unter Drehen inkubiert. 
3.13.3 Waschen und Entwicklung der Blots 
Nach der Hybridisierung über Nacht wurde die Membran gewaschen, um die 
Hintergrundfärbung möglichst gering zu halten und anschließend entwickelt. 
Dazu wurden 2x SSC / 0,1% SDS und 0,1x SSC / 0,1% SDS auf 68°C temperiert. 
Die Membran wurde mit Pinzette aus der Röhre entnommen, kurz in 
2x SSC / 0,1% SDS geschwenkt und abgeschüttet. Anschließend wurde temperiertes 
0,1x SSC / 0,1% SDS zugegeben, wiederum kurz geschwenkt und abgeschüttet. 
Danach wurde die Membran 3 mal für 20 Minuten bei 68°C in 0,1x SSC / 0,1% SDS 
im Wasserbad gewaschen und anschließend mit Waschpuffer kurz gespült. Dann 
wurde die Membran mit 50 ml Blocking Reagenz für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
blockiert. Danach wurden 5μl Anti-Digoxigenin-AP (AP: Alkalische Phosphatase) 
Antikörper zugegeben und für 1h bei Raumtemperatur geschüttelt, anschließend kurz 
mit 1x Waschpuffer + 0,3% TWEEN gespült und dann 3 mal 20 Minuten mit 1x 
Waschpuffer + 0,3% TWEEN bei Raumtemperatur geschüttelt. Anschließend wurde 
die Membran kurz mit 1x Substratpuffer äquilibriert und nach Abtropfen des Puffers 
wurde das Substrat der Alkalischen Phosphatase (CSPD) auf die Membran gegeben, 
diese luftblasenfrei eingeschweißt und ein Röntgenfilm aufgelegt, und dieser bei 
37°C entwickelt und die entstandene chemische Lumineszenz sichtbar gemacht. 
 
Waschpuffer (10 x) 
1 M   Maleinsäure 
1,5 M   NaCl 
1,95 M  NaOH  
mit Aqua bidest. auf 1L auffüllen 
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen 
 
Blocking-Reagenz (10x) 
Blocking-Pulver in 500 ml 1x Waschpuffer lösen und autoklavieren. 
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Zur Herstellung von 1x Blocking-Reagenz wurde die 10-fach konzentrierte Lösung 
mit 1x Waschpuffer verdünnt. 
 
Substratpuffer(10x)  
100 mM  Tris 
150 mM  NaCl 
mit Aqua bidest. auf 1L auffüllen 
mit NaOH oder HCl auf pH 9,5 einstellen und autoklavieren 
nach dem Autoklavieren MgCl2 zugeben (Endkonzentration 50 mM) 
3.14 cDNA-Synthese 
Bei der cDNA-Synthese wird RNA als Matrize genutzt und in cDNA umgeschrieben, 
die anschließend in normalen PCR-Reaktionen zur Transkriptionsanalyse bzw. zum 
Nachweis von Genexpression eingesetzt werden kann. 
Zu 1 µg der zu untersuchenden RNA wurde 1 µl oligo (dT)18 Primer (0,5 µg / µl; MBI 
Fermentas) gegeben und mit DEPC-Wasser auf 11 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde 
nun zur Primeranlagerung für 5 Minuten bei 70°C inkubiert und anschließend direkt 
auf Eis gelagert. Nun wurde zu jedem Ansatz 4 µl 5x Reaktionspuffer, 2 µl eines 
10 mM 4 dNTP Mix, 1µl RNAse Inibitor (20u / µl) und 2 µl DEPC Wasser zugeben. 
Der Ansatz wurde bei 37°C für 5 Minuten inkubiert, anschließend 1 µl M-MuLV-
Reverse Transkriptase zugeben und für 1h bei 42 °C im Thermomixer inkubiert. Zum 
Stoppen der Reaktion wurde der Ansatz für 10 Minuten bei 70°C, zur Inaktivierung 
der Reversen Transkriptase, inkubiert. Ab jetzt wurden die Proben wieder auf Eis 
gelagert. Zur Überprüfung der cDNA-Synthese sollte eine PCR mit Primern für ein 
konstitutiv exprimiertes Gen, wie Aktin angeschlossen werden. 
3.15 Semiquantitative RT – PCR 
Eine semiquantitative RT-PCR wird durchgeführt, um zu überprüfen ob ein Gen unter 
verschiedenen Bedingungen (z.B. mit und ohne Pathogenbehandlung) oder in 
verschiedenen Genotypen unterschiedlich stark exprimiert wird. Zur Kontrolle muss 
die PCR mit Primern für konstitutiv exprimierten Gen (hier Aktin) durchgeführt 
werden, um die Expression auf Aktin zu normieren. Die PCR muss in einem 
exponentiellen Fenster durchgeführt werden, so dass gewährleistet ist, dass es sich 
nicht um eine Endpunkt-PCR handelt. Anschließend wurde die Stärke der Banden 
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mit Hilfe des Aida Image Analyser berechnet. Die Werte wurden auf Aktin normiert 
und konnten miteinander verglichen werden. 
3.15.1 Semiquantitative RT - PCR Blüten 
 
Zur Überprüfung ob das CCR1- Gen in verschiedenen Blütenstadien mit 
unterschiedlicher Häufigkeit abgelesen wird, wurde RNA aus geschlossenen und 
"Stadium 3" Blüten extrahiert in cDNA umgeschrieben und PCR Reaktionen mit 
folgenden Primern durchgeführt.  
CCR1-spezifische Primer: CCR1 501R und CCR1 ATG GW For 
Aktin-spezifische Primer: Actin RT PCR F und Actin RT PCR R. 
3.15.2 Semiquantitative RT - PCR Verwundung 
Zur Überprüfung ob das CCR2-Gen nach Verwundung in veränderter Häufigkeit als 
zuvor vorliegt, wurden Blätter mit Hilfe eine Pinzette verletzt und aus verwundeten 
und nicht verwundeten Blättern RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und diese in 
semiquantitative PCR Reaktionen eingesetzt. Dafür wurden folgende Primer 
verwendet. 
CCR2-spezifische Primer: CCR2 ATG GW For und CCR2 480R  
Aktin-spezifische Primer: Actin RT PCR F und Actin RT PCR R. 
3.15.3 Semiquantitative RT-PCR - Infiltration mit Pseudomonas syringae + 
avrRpt2 
Zur Überprüfung ob das CCR1-Gen nach Infiltration mit Pst avrRpt2 verglichen mit 
MgCl2-Infiltration, in veränderter Häufigkeit als zuvor vorliegt, wurde aus Pst- und 
MgCl2-infiltrierten Blätter RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und diese in 
semiquantitative PCR Reaktionen eingesetzt. Dafür wurden folgende Primer 
verwendet. 
CCR1-spezifische Primer: CCR1 ATG GW For und CCR1 501R 
Aktin-spezifische Primer: Actin RT PCR F und Actin RT PCR R. 
 
3.16 Erstellung der CCR1- und CCR2- Promotor-GUS Linien 
Die in dieser Arbeit verwendeten CCR1- und CCR2- Promotor-GUS Linien wurden 
freundlicherweise von Dr. L. Jouanin, Versailles, zur Verfügung gestellt. Hierbei 
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handelt es sich um Linien, bei denen ein 1098bp (CCR1- Primerkombination: 
PR(EcorI)CCR1 und PR(Bgl II)CCR1), bzw. ein 1566 bp (CCR2- Primerkombination: 
Pro(ecoR1)CCR2 und Pro(spe I)CCR2) großes Promotorfragment zuerst in den 
Vektor pCAMBIA 1391 kloniert und später mit Hilfe des Agrobakterium tumefaciens-
Stamm C58pMP90 in Arabidopsis Ws-0 Pflanzen gebracht wurden (Richard Sibout, 
persönliche Mitteilung). Die Selektion der Pflanzen erfolgte über Hygromycin. 
3.17 GUS-Färbung (nach Sharifi-Sirchi G. R., 2006) 
Mit Hilfe des GUS-Reportergens ist es möglich die Expression von Genen genauer 
zu untersuchen. Dazu wird das β-Glucuronidase-Gen hinter den Promotor kloniert, 
dessen Aktivität analysiert werden soll. Anschließend ist es möglich, durch 
histochemische Färbungen den Ort der Genexpression näher zu bestimmen. Nach 
Zugabe des Substrates der β-Glucuronidase, X-Gluc, kommt es am Ort der 
Expression zur Blaufärbung des Gewebes, in welchem der Promotor aktiv ist 
(Jefferson et al., 1986; Jefferson et al., 1987). 
Die zu färbenden Pflanzenteile (Blätter, Blüten) wurden abgeschnitten und für 45 
Minuten fixiert (Fixierlösung). Anschließend wurden sie 2 Mal in Natrium-
Phosphatpuffer gewaschen und über Nacht in der Färbelösung bei 37°C inkubiert. 
Bei der Färbung von Blättern wurde die Färbelösung durch Vakuuminfiltration 
gleichmäßig in den Blättern verteilt. Die Färbelösung wurde am nächsten Tag 
entfernt und die Präparate zum Entfärben für jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur 
in 40%-iges Ethanol und FAA geben. Danach wurden die Präparate bis zur 
vollständigen Entfärbung in 70%-iges Ethanol gegeben und zum Mikroskopieren in 
50%-iges Glycerol eingelegt. 
 
Fixierlösung: 
3%   Formaldehyd 
0.3 M   Mannitol  
10 mM  MES (pH 5.6) 
 
Färbelösung: 
500 mg L-1 X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Beta-D-Glukuronsäure Cyclohexyl-
ammonium Salz) (gelöst in 5 mL Dimethylformamid (DMF) und mit 50 mM 
Natriumphosphate Puffer (pH 7.0) aufgefüllt) 
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FAA:  
50%   EtOH  
  5%   Formaldehyd 
10%   Essigsäure 
3.18 Phloroglucinol-HCl - Färbung 
Lignine, die G-Untereinheiten als Endgruppe (s. Abbildung III. 7(I)) beinhalten, lassen 
sich mit Phloroglucinol-HCl anfärben (Lewis und Yamamoto, 1990). Nach der 
Behandlung mit Phloroglucinol-HCl entsteht ein angefärbtes Kondensationsprodukt 
(II). Durch die Intensität der Färbung können auch Unterschiede im Ligningehalt grob 
dargestellt werden. 
 
      (I)       Phloroglucinol-HCl     OH  (II) 
 RO                  CH=CHCHO       RO        CH=CHCH  OH 
OCH3           OCH3   OH 
R= H oder Alkyl 
Abbildung III. 7: Phloroglucinol-HCl Reaktion (nach Adler et al., 1948) 
Endständige G-Lignin Untereinheiten werden durch Phloroglucinol-HCl angefärbt, dadurch entsteht 
ein gefärbtes Kondensationsprodukt (II).  
3.18.1 Blütenfärbung (nach Mizuno et al., 2007) 
Zur Färbung von Arabidopsis Blüten wurden diese für 45 Minuten in eine Fixierlösung 
gegeben und mit Hilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 60%, 70%, 80% 90%) 
entwässert. Die Fixierlösung wurde mit Hilfe einer Pipette abgezogen und der 
Ethanol abschließend hinzu pipettiert, und nach 15 Minuten gewechselt. Die Proben 
können in 90%-igem Ethanol bis zur Färbung gelagert werden. Anschließend wurden 
die Blüten für 5 Minuten in ein Eppi mit 1%-iger Phloroglucinol-Lösung gegeben. Das 
Phloroglucinol wurde abgezogen und die Blüten mit 25%-iger HCl für 5 Minuten 
bedeckt und dann zum Mikroskopieren in 50%-iges Glycerol gegeben. Sofort 
Mikroskopieren, da die Färbung nicht stabil ist. 
 
Fixierlösung (FAA): 
3,7% (v/v)  Formaldehyd 
   5% (v/v)  Essigsäure 
 50%   Ethanol 
 III Methoden 
 69 
mit Aqua bidest. auffüllen 
Phloroglucinol-Lösung (1%): 
0,5 g   Phloroglucinol  
in 50 ml 90%-igen Ethanol geben und gut mischen (jedes Mal frisch ansetzten). 
3.19 Safraninfärbung (nach Srebotnik und Messner, 1994) 
Die Blüten werden für 5 Minuten in der Safranin-O-Lösung gefärbt, anschließend in 
H2O gespült und danach für 5 Minuten in 70%iges EtOH verbracht. Zur Mikroskopie 
wurden die Blüten anschließend in 50%iges Glycerol gebracht. 
 
Safranin-O-Lösung 1%  
1g Safranin-O in 100ml H2O. lösen 
3.20 Fasga - Färbung 
Stängel wurden mit Hilfe von Holundermark möglichst dünn geschnitten und in 
Wasser aufgenommen. Anschließend wurden die Schnitte für 5 Minuten in eine 1%-
ige Alcianblau-Lösung überführt und danach in Wasser kurz gewaschen. Dann 
wurden die Dünnschnitte für 5 Minuten in die 1%-ige Safranin-O-Lösung gegeben, 
kurz in Wasser gespült und anschließend für 5 Minuten in 70%-igen Ethanol 
gegeben. Danach wurden die Schnitte in Salzsäurealkohol überführt. Sie verblieben 
dort, bis alle Zellulosewände blau und alle lignifizierten Zellwände rot erschienen. 
Dann wurden die Schnitte wieder in Wasser, bzw. zum Mikroskopieren in 50%-iges 
Glycerol gegeben. Sofort Mikroskopieren, da die Färbung nicht stabil ist. 
 
Alcianblau Lösung, 1% in 3%-iger Essigsäure 
1g   Alcianblau 
3 ml   Eisessig 
in 97 ml H2O lösen 
 
Salzsäurealkohol 
50 ml   70% Ethanol 
0,25 ml  konz. HCl 
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3.21 Ligninbestimmung 
Für die Bestimmung der Ligningehalte wurden die Blütenstängel der Pflanzen 
aufgearbeitet, da diese besonders stark lignifiziert sind. 
3.20.1 Zellwand-Extraktion (nach Meyer et al., 1998) 
Blütenstängel der zu untersuchenden Pflanzen wurden gewogen, gleiche Mengen in 
flüssigem Stickstoff gemörsert, mit 20 ml 0,1M Natrium-Phosphatpuffer (pH7.2) für 30 
Minuten bei 37°C extrahiert und anschließend bei 5000 rpm für 10 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet 3x 30 Minuten bei 
80°C im Wasserbad unter Schütteln mit 80% Ethanol gewaschen. Nach jedem 
Waschschritt wurde 10 Minuten mit 5000 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Pellet 
1x mit Aceton gewaschen, abzentrifugiert und im Vakuumofen bei 50°C getrocknet, 
bis ein feines, weißes Pulver entstand. 
3.20.2 Lignin-Thioglycolsäure-Derivatisierung (nach Campbell und Ellis, 1992) 
Bei der Thioglyolsäure-Methode zur Ligninbestimmung muss zuerst einmal das 
Lignin derivatisiert werden, um es in geeignetem Lösungsmittel löslich zu machen, 
und um anschließend die Ligninkonzentration photometrisch bestimmen zu können. 
Bei dieser Methode wird sich die Thioesterbildung der Benzylalkohol-Gruppen, wie in 
Abbildung III. 8 dargestellt, zu Nutze gemacht. Außerdem enthält das nach der 
Thioglycolsäure / HCl Zugabe chemisch modifizierte Lignin Säuregruppen, durch 
welche es unter alkalischen Bedingungen löslich ist (Hatfield und Fukushima, 2005).  
 
Abbildung III. 8: Reaktionsmechanismus der Thioderivatisierung von Lignin durch Thioglycol-
säure (nach Hatfield und Fukushima, 2005). 
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20 - 50 mg der extrahierten Zellwände (s. Kapitel 3.20.1) wurden in ein 2 ml 
Schraubverschluss Eppi gegeben, 750 µl H2O, 250 µl konzentrierte (37%-ige) HCl, 
100 µl Thioglycolsäure hinzugeben, das Eppi gut verschlossen. Das 
Zellwandmaterial wurde durch Vortexen gelöst und bei 80°C für 3h im Thermomixer 
unter Schütteln inkubiert. Das unlösliche Material wurde durch 10 minütiges 
Zentrifugieren bei 10.000x g gesammelt, der Überstand verworfen und das Pellet mit 
1ml H2O gewaschen, wiederum 10 Minuten bei 10.000x g zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Zur Extraktion der Lignin-Thioglycolsäurederivate (LGTA) 
wurde das Pellet nun in 1ml 1M NaOH resuspendiert, und unter Schütteln (1000 rpm) 
für 12h bis 17h bei Raumtemperatur im Thermomixer inkubiert. Anschließend wurden 
die Proben 10 Minuten bei 10.000x g zentrifugiert, der Überstand in ein neues 2 ml 
Eppi gegeben, mit 200 µl konzentrierte HCl angesäuert und gevortext. Zur 
anschließenden Fällung der LGTA wurden die Proben für 4h bei 4°C inkubiert, dann 
10 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 1ml 
1M NaOH gelöst. Anschließend konnte der Ligningehalt photometrisch bestimmt 
werden, zum Teil mussten die Proben mit 1M NaOH verdünnt werden, um nicht zu 
hohe Absorptionswerte zu erhalten, was zu ungenauen Messwerten führt. Zur 
Bestimmung des Ligningehalts wurde die Absorption bei 280 nm gegen einen NaOH- 
Nullwert gemessen. Hierbei gilt nach Müsel et al. (1997), dass 100 µg Lignin einer 
Absorption bei 280 nm von 0,6 in einer 1 cm Küvette entsprechen, sodass 
anschließend aus den erhaltenen Absorptionswerten der Ligningehalt der Proben 
bestimmt werden kann. Das Lignin-typische Spektrum hat einen kleinen Peak bei 
280 nm, bei dem auch die Absorption bestimmt wird. 
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IV Ergebnisse 
In dieser Arbeit, die im Rahmen einer GABI-Génoplant Kooperation entstanden ist, 
sollte mit Hilfe von Arabidopsis thaliana Monolignolbiosynthese Mutanten ermittelt 
werden, ob und welche Rolle Lignin in der Pathogenabwehr spielt. Die Mutanten 
wurden von Dr. Jouanin und Mitarbeitern erstellt und den vier weiteren 
Kooperationspartnern für die jeweiligen Pathogenanalysen (Alternaria brassicicola, 
Botrytis cinerea, Hyaloperonospora arabidopsidis, Pseudomanas syringae, 
Xanthomonas campestris) zur Verfügung gestellt.  
In dieser Arbeit wurden Monolignolbiosynthese Mutanten hinsichtlich ihrer 
Pathogenantwort nach Infektion mit Alternaria brassicicola, Blumeria graminis f. sp. 
hordei und Pseudomonas syringae pv. tomato getestet. Die verwendeten Mutanten 
(s.Tabelle IV. 1) trugen T-DNA Insertionen oder Antisense Konstrukte in den für 
Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase (CAD), Cinnamoyl-CoA Reduktase (CCR), 
Ferulat 5-Hydroxylase (F5H) und O-Methyltransferase (OMT) kodierenden Genen. 
Mitarbeiter von Dr. Jouanin bestimmten jeweils Ligningehalt und 
Ligninveränderungen der einzelnen Mutanten. 
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Tabelle IV. 1: Verwendete Monolignolbiosynthese Mutanten und deren Veränderungen im 
Ligningehalt und der Ligninzusammensetzung 
 
Arabidopsis 
Mutante 
 
Mutiertes Gen 
(Arabidopsis Gene 
Identifier AGI code) 
 
 
Ligninveränderungen 
cad-B2 
Cad-B2 
(At4g37990) 
Wildtyp Lignin (Eudes et al., 2006) 
cad-C 
Cad-C 
(At3g19450) 
Wildtyp Lignin (Sibout et al., 2003) 
cad-D 
Cad-D 
(At4g34230) 
10% Reduktion im Ligningehalt; Einbau von 
Sinapaldehyd ins Polymer (Sibout et al., 2003) 
cad-C cad-D Doppelmutante 
40% Reduktion im Ligningehalt; Einbau von 
Sinapylaldehyd und Coniferylaldehyd ins Polymer 
(Sibout et al., 2005) 
ccomt1 
CCOMT 
(At4g34050) 
26% Reduktion im Ligningehalt; Verhältnis von 
S/G Lignin ist erhöht; Einbau von 5-OH-Coniferyl 
Alkohol (5-OH-G) ins Polymer (Do et al., 2007) 
comt1 
COMT 
(At5g54160) 
Polymer enthält mehr G-Lignin, fast kein S-Lignin 
und 5-OH-G wird eingebaut (Goujon et al., 
2003b) 
Asccr1 
CCR1 
(At1g15950) 
40% Reduktion im Ligningehalt; Verhältnis von 
S/G Lignin ist erhöht; Einbau von Ferulasäure ins 
Polymer (Goujon et al., 2003a) 
Gabi ccr1 
(Gccr1) 
FST 622C01 
CCR1 
(At1g15950) 
30% Reduktion im Ligningehalt; Verhältnis von 
S/G Lignin ist erhöht; Einbau von Ferulasäure ins 
Polymer (Derikvand et al. 2008) 
SALK ccr1 
(Sccr1) 
FST 123689 
CCR1 
(At1g15950) 
30% Reduktion im Ligningehalt; Verhältnis von 
S/G Lignin ist erhöht; Einbau von Ferulasäure ins 
Polymer (Derikvand et al. 2008) 
ccr2 
CCR2 
(At1g80820) 
Wildtyp Lignin (persönliche Mitteilung, Jouanin) 
f5h1 
F5H 
(At4g36220) 
Polymer enthält nur G-Lignin, kein S-Lignin 
(persönliche Mitteilung, Jouanin) 
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4.1 Alternaria brassicicola-Infektion 
Der nekrotrophe Pilz Alternaria brassicicola zerstört während der Infektion das 
pflanzliche Gewebe nach und nach, sodass es zur Bildung von nekrotischen 
Läsionen kommt. Um die Läsionen herum entstehen nicht besiedelte chlorotische 
Höfe, welche durch Diffusion von pilzlichen Metaboliten und Toxinen verursacht 
werden (Tewari 1983; Agarwal et al., 1997). 
Für die hier beschriebenen Infektionsversuche wurde auf jedes Arabidopsis Blatt je 
ein 5 µl Tropfen, einer Sporenlösung (1x107 Sporen / ml) gegeben. Folgende 
Genotypen wurden infiziert: Ws-0, Col-0, cad-B2, cad-C, cad-D, cad-C cad-D, 
ccomt1, comt1, Asccr1, ccr1 Mutante aus der Gabi-Kat bzw. Salk T-DNA 
Insertionssammlung (im späteren auch Gccr1 bzw. Sccr1 genannt), ccr2 und f5h1. 
Die Pflanzen wurden anschließend für 4 Tage unter Kurztag-Bedingungen und bei 
hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert und 6 Tage nach der Inokulation wurden die 
Symptome bewertet (s. Kapitel 3.6.2). 
 
Tabelle IV. 2 zeigt die Ergebnisse der Alternaria-Infektionen. Die Ergebnisse wurden 
in 2 Kategorien eingeteilt: 'wie der Wildtyp’ und 'anfälliger als der Wildtyp’. Anhand 
von 2 Beispielbildern (Abbildung IV. 1 und 2) werden diese veranschaulicht. 
Für die cad-Mutanten zeigte sich, dass die cad-B2 und cad-C Mutanten sich wie der 
Wildtyp Ws-0 verhielten, sie bildeten nach der Infektion mit Alternaria brassicicola nur 
wenige Symptome aus, diese beschränkten sich auf leichte Nekrosen (s. Abbildung 
IV.1). Die cad-D und cad-C cad-D Mutante waren anfälliger als der Wildtyp. Hier 
zeigten sich massivere Symptome, wie in Abbildung IV.2 dargestellt. Die ccr 
Mutanten Gccr1, Sccr1 und ccr2 verhielten sich wie die zugehörigen Wildtypen 
Columbia (Col-0) und Wassilewskija (Ws-0). Die Antisense Linie war anfälliger als 
der der Wildtyp Ws-0. Auch die f5h1 Mutante zeigte mehr Symptome als der Wildtyp. 
Die omt Mutanten ccomt1 und comt1 waren beide anfälliger als die zugehörigen 
Wildtypen. 
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Tabelle IV. 2: Ergebnisse Alternaria brassicicola-Infektion 
 
 
 
 
Monolignol-
biosynthese 
Mutante 
 
 
 
 
 
Wie der zugehörige Wildtyp 
 
 
Abbildung IV.1: Blätter von 5 
Wochen alten Arabidopsis thaliana 
Ws-0, infiziert mit Alternaria 
brassicicola (1x107 Sporen / ml) 
 
Anfälliger als der zugehörige 
Wildtyp 
 
Abbildung IV.2: Blätter von 5 
Wochen alten Arabidopsis thaliana 
cad-C cad-D infiziert mit Alternaria 
brassicicola (1x107 Sporen / ml) 
cad-B2 X  
cad-C  X  
cadD   X 
cad-C cad-D  X 
ccomt1   X 
comt1   X 
Asccr1   X 
Gabi ccr1  X  
Salk ccr1  X  
ccr2  X  
f5h1   X 
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4.2 Pseudomonas syringae Re-Isolation 
Pseudomonaden gelangen über Stomata oder Verwundungen in das pflanzliche 
Gewebe und vermehren sich in anfälligen Pflanzen im Interzellularraum. Infizierte 
Blätter zeigen nach 3-4 Tagen nekrotische Läsionen, welche je nach Pseudomonas-
Stamm von chlorotischem Gewebe umgeben sind (Katagiri et al., 2002). Bei 
resistenten Pflanzen wird nach der Infektion eine hypersensitive Reaktion (HR) 
ausgelöst (Klement, 1963; Klement et al. 1964). Dadurch wird die Vermehrung der 
Pseudomonaden verlangsamt, so dass es nicht zur Ausbildung von Symptomen 
kommt. 
Mit Hilfe der Re-Isolation von Bakterien kann festgestellt werden, wie gut sich diese 
in den Blättern einer Pflanze vermehren können. Man kann erkennen, ob eine 
effektive Pathogenabwehr stattfindet, oder ob sich die Bakterien ungehindert 
vermehren können. Daher eignet sich diese Methode besonders gut, um die 
Anfälligkeit verschiedener Genotypen quantitativ miteinander zu vergleichen.  
Hierzu wurden die Blätter mit 1x105 "colony forming units" (cfu) / ml infiltriert. Die 
Bakterien wurden direkt anschließend (zum Zeitpunkt t=0) und 3 Tage später (t=3) 
aus den Blättern re-isoliert, ausplattiert, kultiviert und anschließend ausgezählt (s. 
Kapitel 3.8.1). Dargestellt sind die Mittelwerte der logarithmierten Werte bezogen auf 
cfu / cm2. Die Versuche wurden mittels der SigmaStat Software mit dem t-Test, oder 
wenn die Werte nicht normal-verteilt waren mit dem Mann-Whitney-Test ausgewertet. 
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4.2.1 cad Mutanten 
Abbildung IV. 3 zeigt das Ergebnis der Re-Isolation der cad Mutanten. 
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Abbildung IV. 3: Re-Isolation von avirulenten und virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato 
aus Arabidopsis thaliana cad-Mutanten  
Abbildung IV. 3 zeigt das bakterielle Wachstum in cfu / cm² (logarithmierte Mittelwerte) der 
Pseudomonaden in den cad Mutanten und dem Wildtyp Ws-0 zu den Zeitpunkten t=0 und t=3 Tage 
nach Infiltration. In dieser Graphik sind 2 Versuche zusammengefasst dargestellt. In einem Versuch 
wurden cad-B2, cad-D und cad-C cad-D mit dem Wildtyp Ws-0 verglichen, in einem weiteren cad-C 
mit Ws-0. A; B; a; b beziehen sich auf die statistische Auswertung. Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedenen Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
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Tabelle IV. 3: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in cad-C cad-D und Ws-0 
Versuch 
cad-C cad-D  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 5,374 ± 0,135 4,602 ± 0,125 signifikant < 0,001 
2 5,683 ± 0,034 5,435 ± 0,0665 signifikant < 0,001 
3 5,154 ± 0,124 4,808 ± 0,0954 signifikant    0,002 
Tabelle IV. 4: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in cad-B2 und Ws-0 
Versuch 
cad-B2  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 5,129 ± 0,132 4,602 ± 0,125 signifikant < 0,001 
2 5,590 ± 0,130 5,435 ± 0,0665 signifikant    0,021 
3 5,153 ± 0,135 4,808 ± 0,0954 signifikant < 0,001 
 
In Tabelle IV. 3 und Tabelle IV. 4 sind die Ergebnisse von jeweils drei unabhängigen 
Re-Isolations Versuchen in cad-C cad-D und cad-B2 infiltriert mit Pst + avrRpt2 
tabellarisch aufgeführt. Dabei werden die Mittelwerte und Standardabweichungen, 
sowie die mit Hilfe des t-Testes errechneten p-Werte und die daraus resultierende 
Signifikanz bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 aufgeführt. Der p-Wert ist das 
Ergebnis eines Signifikanztests, zur Prüfung einer aufgestellten Hypothese. Ist der p-
Wert kleiner als das gewählte Signifikanzniveau (α) dann gilt das Ergebnis als 
statistisch signifikant (Bender und Lange, 2001). 
 
Abbildung IV. 3, sowie Tabelle IV. 3 und Tabelle IV. 4 machen deutlich, dass cad-B2 
und cad-C cad-D signifikant anfälliger waren für die avirulenten Pseudomonaden, 
nicht jedoch für den virulenten Pst DC3000. Cad-D war signifikant resistenter nach 
Infektion mit dem virulenten Pseudomonas-Stamm, zeigte jedoch kein signifikant 
unterschiedliches Wachstum des avirulenten Pseudomonas-Stammes. Cad-C 
verhielt sich nach Infektion mit dem virulenten und dem avirulenten Pseudomonas-
Stamm wie der Wildtyp Ws-0. 
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4.2.2 ccr Mutanten 
Abbildung IV. 4 zeigt die Ergebnisse der Re-Isolationen der ccr Mutanten 
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Abbildung IV. 4: Re-Isolation von avirulenten und virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato 
aus Arabidopsis thaliana ccr Mutanten 
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Abbildung IV. 4A und B zeigen das Wachstum avirulenter und virulenter Pseudomonaden in ccr 
Mutanten und den zugehörigen Wildtypen in cfu / cm² (logarithmierte Mittelwerte) zum Zeitpunkt t=0 
und t=3 Tage nach deren Infiltration. A; B; a; b; beziehen sich auf die statistische Auswertung. 
Hierdurch wird angezeigt, ob sich die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene 
Buchstaben) oder nicht (gleiche Buchstaben). 
 
Tabelle IV. 5: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in Gccr1 und Col-0 
infiltriert mit Pst + avrRpt2 
Versuch 
Gccr1 
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Col-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 3,792 ± 0,157 3,135 ± 0,0883 signifikant    0,006 
2 4,237 ± 0,0935 3,445 ± 0,213 signifikant < 0,001 
3* 5,027 ± 0,177 3,993 ± 0,372 signifikant    0,003 
*=Mann-Whitney Rank Sum Test, statt t-Test, dann ist statt Mittelwert der Median angegeben 
Tabelle IV. 6: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in Gccr1 und Col-0 
infiltriert mit Pst DC3000 
Versuch 
Gccr1  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Col-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1* 5,949 ± 0,189 5,255 ± 0,571 signifikant    0,004 
2 5,572 ± 0,0902 4,550 ± 0,133 signifikant < 0,001 
3* 6,608 ± 0,247 5,883 ± 0,115 signifikant < 0,001 
*=Mann-Whitney Rank Sum Test, statt t-Test, dann ist statt Mittelwert der Median angegeben 
 
In Abbildung IV. 4A sind die Ergebnisse Re-Isolationen der ccr Mutanten im Col-0 
Hintergrund und in Abbildung IV. 4B die der Mutanten im Ws-0 Hintergrund 
dargestellt Die Tabellen IV. 5 bis Tabelle IV. 9 zeigen Ergebnisse von jeweils drei 
unabhängigen Re-Isolations Versuchen in Gccr1, ccr2 und Asccr1, infiltriert mit 
Pseudomonas syringae. 
Die Sccr1 Linie zeigte kein signifikant unterschiedliches Wachstum des avirulenten 
und virulenten Pseudomonas-Stamms, verglichen mit dem Wildtyp Col-0. Die Gccr1 
Linie hingegen war signifikant anfälliger für beide Stämme. Das Wachstum der 
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Bakterien war jeweils um etwa das 10-fache erhöht. In weiteren Re-Isolationen 
konnte gezeigt werden, dass auch hier das bakterielle Wachstum für beide 
Pseudomonas Stämme um etwa 5- bis 10-fach erhöht war (s. Tabelle IV. 5 und 
Tabelle IV. 6) 
Tabelle IV. 7: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in ccr2 und Ws-0 infiltriert 
mit Pst + avrRpt2 
Versuch 
ccr2  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 5,322 ± 0,143 4,602 ± 0,143 signifikant < 0,001 
2 5,868 ± 0,079 4,924 ± 0,078 signifikant < 0,001 
3 5,034 ± 0,068 4,808 ± 0,095 signifikant    0,001 
Tabelle IV. 8: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in Asccr1 und Ws-0 
infiltriert mit Pst + avrRpt2 
Versuch 
Asccr1 
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1* 5,121 ± 0,245 4,610 ± 0,014 signifikant    0,029 
2  4,829 ± 0,109  3,961 ± 0,105 signifikant < 0,001 
3 5,198 ± 0,099 4,874 ± 0,164 signifikant    0,004 
*=Mann-Whitney Rank Sum Test, statt t-Test, dann ist statt Mittelwert der Median angegeben 
Tabelle IV. 9: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in Asccr1 und Ws-0 
infiltriert mit Pst DC3000 
Versuch 
Asccr1  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 6,253 ± 0,08 6,028 ± 0,086 signifikant    0,017 
2 5,986 ± 0,135 5,287 ± 0,034 signifikant < 0,001 
3 6,528 ± 0,022 6,291 ± 0,077 signifikant    0,027 
 
In Abbildung IV. 4B und in Tabelle IV. 7 bis Tabelle IV. 9 sind die Ergebnisse zweier 
Re-Isolationen zusammen gefasst. Hier wurden ccr2 und die Antisense ccr1 Linie mit 
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dem korrespondieren Wildtyp Ws-0 verglichen. ccr2 war signifikant anfälliger für den 
avirulenten Pseudomonas-Stamm, das Wachstum war circa 10-fach höher. Die 
Werte schwankten hier wie aus Tabelle IV. 7 ersichtlich zwischen 2,5- bis 10-fach 
höherem Wachstum der avirulenten Pseudomonaden. Nach Infiltration der ccr2 Linie 
mit dem virulenten Pseudomonas-Stamm konnte kein signifikanter Unterschied zum 
Wildtyp Ws-0 festgestellt werden. Die Asccr1 Linie erwies sich als signifikant 
anfälliger für den avirulenten und den virulenten Pseudomonas-Stamm. Auch hier 
konnte ein um das 7- bzw. 9-fache erhöhtes Wachstum in den Blättern gefunden 
werden, welches in weiteren Re-Isolations Versuchen zwischen 3- und 9-fach (Pst + 
avrRpt2), bzw. zwischen 2- und 7-fach (Pst DC 3000) (s. Tabelle IV. 8 und Tabelle 
IV. 9.) 
4.2.3 f5h Mutanten 
In Abbildung IV. 5 ist das Ergebnis der Re-Isolation der f5h1 Mutante dargestellt. 
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Abbildung IV. 5: Re-Isolation von avirulenten und virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato 
aus der Arabidopsis thaliana f5h1 Mutante 
Abbildung IV. 5 zeigt das bakterielle Wachstum der Pseudomonaden in cfu / cm² (logarithmierte 
Mittelwerte) in der f5h1 Mutante und dem Wildtyp Ws-0 direkt nach deren Infiltration und 3 Tage 
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danach. A; B; a; b; beziehen sich auf die statistische Auswertung. Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
 
Tabelle IV. 10: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in f5h1 und Ws-0 
infiltriert mit Pst + avrRpt2 
Versuch 
f5h1 
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 5,252 ± 0,173 4,602 ± 0,125 signifikant < 0,001 
2* 4,823 ± 0,042 3,961 ± 0,01 signifikant    0,016 
*=Mann-Whitney Rank Sum Test, statt t-Test, dann ist statt Mittelwert der Median angegeben 
Tabelle IV. 11: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in f5h1 und Ws-0 
infiltriert mit Pst DC3000 
Versuch 
f5h1  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1 5,388 ± 0,219 5,681 ± 0,217 
nicht 
signifikant 
   0,056 
2 6,081 ± 0,034 5,287 ± 0,034 signifikant < 0,001 
 
In Tabelle IV. 10 und Tabelle IV. 11 sind die Ergebnisse aus jeweils zwei 
unabhängigen Re-Isolationen beider Pseudomonas Stämme in f5h1 dargestellt. In 
den Tabellen sind die ermittelten Mittelwerte (bzw. Mediane), die 
Standardabweichungen sowie die Signifikanz und die p-Werte aufgeführt. 
Abbildung IV. 5 und Tabelle IV. 10 und IV.11 zeigen, dass f5h1 sowohl für die 
avirulenten, als auch für die virulenten Pseudomonaden signifikant anfälliger war, als 
der Wildtyp Ws-0. Bei beiden Stämmen erhöhte sich das Wachstum verglichen mit 
Ws-0 etwa um das 6,5- bis 9-fache. 
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4.2.4 omt Mutanten 
Abbildung IV. 6 zeigt die Re-Isolations Ergebnisse der omt Mutanten und der 
entsprechenden Wildtypen. 
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Abbildung IV. 6: Re-Isolation von avirulenten und virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato 
aus Arabidopsis thaliana omt-Mutanten 
Abbildung IV. 6 zeigt das Wachstum avirulenter und virulenter Pseudomonaden in in cfu / cm² 
(logarithmierte Mittelwerte) nach Infiltration der omt Mutanten und der zugehörigen Wildtypen zu den 
Zeitpunkten t=0 und t=3 Tage nach der Infiltration. A; B; a; b; beziehen sich auf die statistische 
Auswertung. Hierdurch wird angezeigt, ob sich die Werte signifikant voneinander unterscheiden 
(verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche Buchstaben). 
Tabelle IV. 12: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in comt1 und Ws-0 
infiltriert mit Pst + avrRpt2 
Versuch 
comt1  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Ws-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1* 4,739 ± 0,145 4,610 ± 0,014 signifikant 0,010 
2 5,572 ± 0,183  4,785 ± 0,135 signifikant 0,001 
3* 4,934 ± 0,199 3,595 ± 0,392 
nicht 
signifikant 
0,057 
*=Mann-Whitney Rank Sum Test, statt t-Test, dann ist statt Mittelwert der Median angegeben 
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Tabelle IV. 13: Signifikante Unterschiede unabhängiger Re-Isolationen in ccomt1 und Col-0 
infiltriert mit Pst DC3000 
Versuch 
ccomt1  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Col-0  
 
(Mittelwert und 
Standardabweichung)
Signifikanz 
bei α = 
0,05 
p-Wert 
1* 5,451 ± 0,057 4,550 ± 0,133 signifikant < 0,001 
2 5,648 ± 0,098  4,842 ± 0,439 signifikant    0,001 
3 6,163 ± 0,160 5,696 ± 0,107 signifikant < 0,001 
 
Tabelle IV. 12 und Tabelle IV. 13 zeigen jeweils 3 unabhängige Re-Isolations 
Versuche bei denen comt1 mit dem avirulenten und ccomt1 mit dem avirulenten 
Pseudomonas Stamm infiltriert wurden. 
Aus Abbildung IV. 6 und Tabelle IV. 13 geht hervor, dass ccomt1 signifikant anfälliger 
für die virulenten Pseudomonaden war, ihr Wachstum war zwischen 5- und 9-fach 
erhöht verglichen mit dem zugehörigen Wildtyp Col-0. Nach Infiltration mit dem 
avirulenten Stamm verhielt sich die ccomt1 Mutante allerdings wie der Wildtyp 
Columbia. Die comt1 Mutante, im Ws-0 Hintergrund, ist signifikant anfälliger für die 
avirulenten Pseudomonaden, jedoch nicht für die virulenten und verhält sich somit 
umgekehrt, wie die ccomt1 Mutante. Das bakterielle Wachstum der avirulenten 
Pseudomonaden war in der comt1 Mutante zwischen 1,3- und 8-fach erhöht. In zwei 
von drei Wiederholungen konnte ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. 
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4.3 Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion 
Bei der Infektion von Arabidopsis mit dem Erreger des Echten Gerstenmehltaus, 
Blumeria graminis f. sp. hordei, wurde die Pathogenantwort der Monolignol-
biosynthese Mutanten in einer Nicht-Wirt-Interaktion untersucht. Diese zeichnet sich 
dadurch aus, dass bis jetzt bei Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (z.B. Col-0) keine 
asexuelle Reproduktion, von Bgh beobachtet werden konnte (Zimmerli et al. 2004). 
Zimmerli et al. beschrieben für Columbia, dass Blumeria Sporen zwar auskeimten 
und Appressorien produzierten, allerdings nur 5% der Infektionen in der Penetration 
einer Epidermiszelle und Haustorienbildung endeten. 
Für die hier durchgeführten Infektionsversuche wurden 5 Wochen alte Arabidopsis 
thaliana Wildtyp-Pflanzen und Mutanten verwendet. Die Infektion wurde in einem 
Infektionsturm durchgeführt. Hier wurden Sporen des Echten Gerstenmehltaus von 
Gerstenblättern abgeschüttelt, so dass es zu einer gleichmäßigen Inokulation der 
Arabidopsis Pflanzen kam. Anschließend wurden die Pflanzen für drei Tage kultiviert, 
je drei Blätter geerntet, Trypanblau gefärbt und pro Blatt 100 Interaktionsstellen 
(Pflanze - Pilz) ausgezählt (s. Kapitel 3.7.2). Hierbei wurden 4 Kategorien von 
Interaktionsereignissen unterschieden, diese sind in Abbildung IV. 7 dargestellt.  
 
 
Abbildung IV. 7: Infektionsereignisse bei Blumeria graminis f. sp. hordei infizierten Arabidopsis 
thaliana 
In Abbildung IV. 7 sind die 4 Kategorien der Arabidopsis thaliana - Blumeria graminis Interaktionen 
dargestellt, die zur Charakterisierung der Pathogenantwort ausgezählt wurden. Die Blätter wurden 3 
Tage nach der Blumeria graminis-Infektion geerntete und mit Trypanblau gefärbt. Die eingezeichneten 
Balken entsprechen 50 µm. 
A: 1. und 2. Keimschlauch (schwarzer und roter Pfeil) sind ausgebildet, jedoch kein Appressorium             
B: 3 oder mehr Keimschläuche werden ausgebildet, aber kein Appressorium           
A B C D 
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C: Appressorium (roter Pfeil) und Papille (grüner Pfeil)             
D: Ausbildung eines fingerförmigen Haustoriums (grüner Pfeil) 
Abbildung IV. 7A zeigt eine Spore, die zwar den 1. und 2. Keimschlauch (schwarzer 
bzw. roter Pfeil) ausbilden konnte, aber es hat keine Penetration der Pflanzenzelle 
stattgefunden. In Bild B ist eine Spore mit 3 Keimschläuchen zu erkennen, auch hier 
fand keine Penetration der pflanzlichen Zelle statt. C zeigt eine Spore mit 1. und 2. 
Keimschlauch (schwarzer bzw. roter Pfeil). Der 2. Keimschlauch bildet am unteren 
Ende ein Appressorium aus und die pflanzliche Zelle eine Papille (grüner Pfeil) zur 
Abwehr des Pilzes. In Bild D ist eine erfolgreiche Penetration der Pflanzenzelle 
dargestellt. Die Spore bildet auch hier einen 1. und 2. (schwarzer und roter Pfeil) 
Keimschlauch aus und kann nach Ausbildung des Appressoriums erfolgreich in die 
Epidermiszelle eindringen und ein Haustorium (grüner Pfeil) ausbilden, welches sich 
durch seine fingerförmige Gestalt auszeichnet. Außerdem ist die pflanzliche Zelle 
(blauer Pfeil) ebenfalls angefärbt, was auf eine hypersensitive Reaktion, das 
Absterben der Zelle, hindeutet. 
In den nachfolgenden Graphen sind die mittleren ausgezählten Häufigkeiten der 
verschiedenen Interaktionsstadien dargestellt. Gezählt wurden jeweils 100 
Infektionsstellen auf 3 Blätter, daraus wurden die Mittelwerte und 
Standardabweichungen ermittelt. Die Versuche wurden zwei Mal wiederholt. 
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4.3.1 cad Mutanten 
Abbildung IV. 8 zeigt die Ergebnisse der Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion der 
cad Mutanten. 
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Abbildung IV. 8: Ergebnisse der Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion von Arabidopsis 
thaliana cad-Mutanten 
Abbildung IV. 8 zeigt den Vergleich verschiedener Kategorien von Interaktionsstellen bei cad 
Mutanten sowie dem Wildtyp Ws-0. Pro Genotyp wurden 3 Blätter mit je 100 Pflanze-Pilz-
Interaktionsstellen ausgezählt, die Mittelwerte sind in der Grafik dargestellt. A; B; a; b; AA; BB; aa; bb 
beziehen sich auf die statistische Auswertung (SigmaStat; t-Test). Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
 
Abbildung IV. 8 zeigt, dass bei keiner cad Mutante (cad-B2, cad-C und cad-D) ein 
signifikanter Unterschied bei den Interaktionen zwischen Bgh und Pflanze festgestellt 
werden konnte. Die cad-C cad-D Doppelmutante zeigt als einzige eine signifikant 
erhöhte Anzahl an gebildeten Haustorien. In allen anderen Kategorien der 
Interaktionen unterschied sie sich jedoch nicht signifikant vom Wildtyp Ws-0. 
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4.3.2 ccr Mutanten 
Abbildung IV. 9 stellt die Ergebnisse der Blumeria graminis Infektionen von 
Arabidopsis thaliana ccr Mutanten. 
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Abbildung IV. 9: Ergebnisse der Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion von Arabidopsis 
thaliana ccr Mutanten 
Abbildung IV. 9 vergleicht verschiedene Kategorien von Interaktionsstellen bei ccr Mutanten sowie 
den zugehörigen Wildtypen. Es wurden pro Genotyp auf 3 Blättern je 100 Pflanze-Pilz-
Interaktionsstellen gezählt, die Mittelwerte sind in der Grafik dargestellt. A; B; a; b; AA; BB; aa; bb 
beziehen sich auf die statistische Auswertung (SigmaStat; t-Test). Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
 
In Abbildung IV. 9 werden die Ergebnisse der Bgh-Infektionen von ccr2 und Asccr1 
mit Ws-0 verglichen sowie von Sccr1 und Gccr1 mit Columbia. In den Mutanten ccr2 
und der Antisense-Linie (Asccr1) wurden verglichen mit dem Wildtyp Ws-0 signifikant 
mehr Haustorien beobachtet. Die Ausbildung von Appressorien, sowie 1. und 2. 
Keimschlauch und 3 oder mehr Keimschläuchen zeigte keinen signifikanten 
Unterschied zum Wildtyp Ws-0. Die Salk ccr1 Mutante wich in ihrer Pathogenantwort 
weder vom Wildtyp noch von der Gabi ccr1 Mutante signifikant ab. Die Gabi ccr1 
Mutante zeigte allerdings signifikante Veränderungen in allen 4 Kategorien 
verglichen mit Columbia. So traten hier häufiger nur der 1. und 2. Keimschlauch ohne 
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Appressorium auf. Außerdem wurden signifikant mehr Haustorien ausgebildet als im 
Wildtyp, und die Anzahl der Appressorien mit Papille war signifikant reduziert.  
 
4.3.3 f5h Mutante 
In Abbildung IV. 10 ist das Ergebnis der Bgh-Infektion der f5h1 Mutante und des 
Wildtyps Ws-0 dargestellt. 
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Abbildung IV. 10: Ergebnisse der Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion von Arabidopsis 
thaliana f5h Mutante 
Abbildung IV. 10 zeigt den Vergleich verschiedener Kategorien von Interaktionsstellen bei der f5h1 
Mutanten und dem Wildtyp Ws-0. Pro Genotyp wurden 3 Blätter mit jeweils 100 Pflanze-Pilz-
Interaktionsstellen ausgezählt, die Mittelwerte sind in der Grafik dargestellt. A; B; a; b; AA; BB; aa; bb 
beziehen sich auf die statistische Auswertung (SigmaStat; t-Test). Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
 
Die f5h1 Mutante unterschied sich nach Blumeria graminis-Infektion nicht signifikant 
vom Wildtyp. Hier konnte der Pilz zwar etwas häufiger Haustorien ausbilden, da die 
Anzahl in den Wiederholungen aber stark schwankte, war dieser Unterschied nicht 
signifikant. 
 
 IV Ergebnisse 
 91 
4.3.4 omt Mutanten 
Abbildung IV. 11 zeigt die Ergebnisse der Bgh-Infektion der omt Mutanten von 
Arabidopsis thaliana. 
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Abbildung IV. 11: Ergebnisse der Blumeria graminis f. sp. hordei Infektion von Arabidopsis 
thaliana omt Mutanten 
Abbildung IV. 11 vergleicht verschiedene Kategorien von Interaktionsstellen bei omt Mutanten sowie 
den zugehörigen Wildtypen Col-0 und Ws-0. Es wurden pro Genotyp auf 3 Blättern je 100 Pflanze-
Pilz-Interaktionsstellen gezählt, die Mittelwerte sind in der Grafik dargestellt. A; B; a; b; AA; BB; aa; bb 
beziehen sich auf die statistische Auswertung (SigmaStat; t-Test). Hierdurch wird angezeigt, ob sich 
die Werte signifikant voneinander unterscheiden (verschiedene Buchstaben) oder nicht (gleiche 
Buchstaben). 
 
Die Pathogenantwort von ccomt1 war verglichen mit der des zugehörigen Wildtyps 
Columbia signifikant verändert. So war hier häufiger nur der 1. und 2. Keimschlauch 
ausgebildet, ebenso waren 3 und mehr Keimschläuche häufiger in der Mutante zu 
finden. Außerdem war die Anzahl der Haustorien bei ccomt1 signifikant erhöht, und 
es wurden signifikant weniger Appressorien mit Papillen ausgebildet. Die comt1 
Mutante zeigte nach Bgh-Infektion zwar Unterschiede zum Wildtyp Ws-0, so wurden 
hier weniger Appressorien mit Papillen ausgebildet und es konnten signifikant mehr 
Haustorien gebildet werden. 
bb
b
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4.3.5 Ergebnisse der Kooperationspartner 
Diese Arbeit wurde im Rahmen einer GABI-Génoplant Kooperation mit mehreren 
Kooperationspartnern durchgeführt, daher wird hier kurz auf die Ergebnisse der 
Pathogenuntersuchungen der Kooperationspartner eingegangen.  
Arabidopsis Col-0 und Ws-0 sind mild anfällig für die Botrytis cinerea-Stämme T4 und 
B05. Nach Infektion mit dem Botrytis cinerea-Stamm T4 waren cad-B2 und comt1 
anfälliger und Sccr1 resistenter. Mit Botrytis cinerea B05 infizierte cad-B2 und Sccr1 
Mutanten waren resistenter als die zugehörigen Wildtyp-Pflanzen (persönliche 
Mitteilung, Dr. C. Levis, Versailles). 
In der Interaktion mit Hyaloperonospora arabidopsidis Isolat Emwa1 ist der 
Arabidopsis Wildtyp Wassilewskija anfällig für den Oomyceten. Für die comt1 
Mutante zeigte sich eine signifikante Reduktion der asexuellen Sporulation, 
außerdem konnten veränderte Haustorien nach Infektion beobachtet werden 
(Quentin et al., 2009). Bei der cad-B2 Mutante wurde eine reduzierte Anzahl an 
Haustorien und bei der cad-C cad-D Doppelmutante mehr Haustorien nach 
Hyaloperonospora arabidopsidis Isolat Emwa1-Infektion beobachtet (persönliche 
Mitteilung, Dr. H. Keller, Sofia Antipolis).  
Bei der Interaktion von Col-0 und Ws-0 mit dem bakteriellen Pathogen Pst + avr 
PphB handelt es sich um eine Nicht-Wirt-Interaktion. Die Monolignolbiosynthese 
Mutanten comt1, f5h1, cad-B2, cad-C, cad-D und die Doppelmutante cad-C cad-D 
waren nach Infektion mit Pst anfälliger als der zugehörige Wildtyp (persönliche 
Mitteilung, Dr. D. Roby, Toulouse).  
Die Arabidopsis Wildtypen Col-0 und Ws-0 sind mehr oder weniger resistent gegen 
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc). Nach Infektion mit Xcc war die comt1 
anfälliger als der zugehörige Wildtyp Ws-0 (persönliche Mitteilung, Dr. D. Roby, 
Toulouse).  
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4.4 CCR1 und CCR2 Analyse 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die CCR-Gene CCR1 und CCR2 näher 
charakterisiert. Sie kodieren für die Cinnomyl CoA Reduktasen, welche den ersten 
wichtigen Reduktionsschritt in der Monolignolbiosynthese katalysieren (s. Abbildung 
I. 5). Weiterhin zeigten die ccr Mutanten in den Pathogenversuchen (s. Tabelle IV. 2, 
Kapitel 0 und Kapitel 0) interessante Ergebnisse, wie z.B. dass bei allen ccr 
Mutanten nach Blumeria graminis-Infektion mehr Haustorien beobachtete werden 
konnten als im zugehörigen Wildtyp. Außerdem traten wenig Unterschiede zwischen 
ccr1 und ccr2 Mutanten auf, obwohl für CCR1 bekannt war, dass es im Gegensatz zu 
CCR2 nach Xanthomonas campestris-Infektion induziert wurde (Lauvergeat et al. 
2001). 
Daher sollte in dieser Arbeit geklärt werden, ob es Unterschiede der CCR1 und 
CCR2 Expression nach Pathogeninfektion sowie Verwundungen gab. Weiterhin 
sollte untersucht werden ob die Expression der CCR Gene mit der Lignineinlagerung 
übereinstimmt, und in welchen Organen, wie z.B. Blüten, die CCR Gene 
möglicherweise darüber hinaus exprimiert werden.  
4.4.1 Expressionsstudien von CCR1 und CCR2 in Blüten  
Da aus vorherigen Arbeiten bekannt war, dass Lignin in den Endothecien zur 
Entlassung der Pollen aus den Staubbeuteln eingelagert wird, sollte nun mittels 
Expressionsstudien geklärt werden ob die CCR-Gene daran beteligt sind. 
Zur Analyse der CCR1- und CCR2- Expression wurden Promotor-GUS Linien für 
CCR1 und CCR2 genutzt (welche freundlicherweise von Dr. L. Jouanin, Versailles, 
zur Verfügung gestellt wurden). Hierbei handelt es sich um Linien, bei denen ein 
1098bp, bzw. ein 1566 bp großes Promotorfragment in Arabidopsis Ws-0 Pflanzen 
gebracht wurden (Richard Sibout, persönliche Mitteilung; s. Kapitel 3.16). 
4.4.1.1 Entwicklungsstadien bei Arabidopsis thaliana Blüten 
Zur Untersuchung der CCR1 und CCR2 Expression in Blüten, wurden diese 
zunächst in Entwicklungsstadien eingeteilt (s. Abbildung IV. 12). 
In der "geschlossenen Blüte" sind die Kelchblätter noch geschlossen. In "Stadium 1" 
sind diese ein Stück weit geöffnet, sodass man die noch geschlossenen weißen 
Kronblätter gerade erkennen kann. "Stadium 2" zeichnet sich dadurch aus, dass die 
Kronblätter etwas geöffnet sind. Die geöffnete Blüte zeigt die männlichen 
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(Staubbeutel und Filamente) und die weiblichen Organe (Stempel und Narbe), sowie 
vollständig geöffnete Blütenblätter. Es kommt zur Selbstbestäubung der Blüte. In 
"Stadium 3" schließt sich die Blüte wieder und aus den befruchteten weiblichen 
Organen bilden sich Schoten, welche in "Stadium 4" größer und weiter entwickelt 
sind. 
"Stadium 1"
"Stadium 3"
"Stadium 4"
"Stadium 2"
"geöffnet"
"geschlossen"
 
Abbildung IV. 12: Entwicklungsstadien von Arabidopsis thaliana Blüten 
In Abbildung IV. 12 sind Blüten der Entwicklungsstadien "geschlossen", "Stadium 1", "Stadium 2", 
"geöffnet", "Stadium 3" und "Stadium 4" dargestellt. Diese benennen Blüten mit zunehmender 
Entwicklung von der geschlossenen Blüte bis zur Blüte mit sich entwickelnden Schote. 
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4.4.1.2 GUS-Expressionsstudien in Blüten verschiedener Entwicklungsstadien 
  von Arabidopsis thaliana 
Zur Untersuchung der CCR-Expression in Arabidopsis Blüten wurden CCR1 und 
CCR2 Promotor-GUS Linien verwendet. Mit Hilfe dieser Linien kann die Expression 
der Gene in verschiedenen Organen durch eine GUS-Färbung sichtbar gemacht 
werden (s. Kapitel 3.17). Die Bereiche in denen das zu untersuchende Gen 
exprimiert wird, werden blau angefärbt. 
A
B
C
 
 IV Ergebnisse 
 96 
D
E
F
 
Abbildung IV. 13: CCR::GUS Expression in Arabidopsis Blüten der verschiedenen Stadien 
Abbildung IV. 13 zeigt GUS-Färbungen verschiedener Entwicklungsstadien von Blüten der CCR2 
Promotor-GUS Pflanzen.                
A: "geschlossene" Blüten; B. "Stadium 1" Blüten; C: "Stadium 2" Blüten; D: "geöffnete" Blüten; E: 
"Stadium 3" Blüten, F: "Stadium 4" Blüten. Balken stellen jeweils 1000µm dar. Pfeile in den frühen 
Entwicklungsstadien der Blüten (A bis C) markieren positive GUS-Färbungen. 
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Abbildung IV. 13 zeigt typische GUS-Färbungen der verschiedenen Blütenstadien (A-
F) von CCR2 Promotor-GUS Pflanzen. Generell wurden mit zunehmender 
Entwicklungsreife mehr Bereiche mit zunehmender Intensität gefärbt  
In den "geschlossenen" Blüten (A) war keine Färbung zu erkennen. Im "Stadium 1" 
(B) waren die Blüten ebenfalls nicht gefärbt, oder nur die Filamentspitze zeigte eine 
Blaufärbung. "Stadium 2" Blüten (C) waren am Griffel und an den Staubbeuteln 
gefärbt. Die "geöffneten" Blüten (D) waren an Staubbeuteln, Filament und Griffeln 
gefärbt. Im "Stadium 3" (E) zeigten die Blüten Blaufärbungen an Staubbeuteln, 
Filamenten, Griffel und am oberen Fruchtknoten. Blüten im "Stadium 4" (F) waren 
ebenfalls an Staubbeutel, Filamenten, Griffel und obere Fruchtknoten gefärbt. 
CCR1::GUS Pflanzen zeigten ein sehr ähnliches GUS Expressionsmuster, so dass 
auf ihre Darstellung verzichtet wird. 
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4.4.1.3 CCR1-Expression in Blüten (GUS-Färbung) 
Zur Quantifizierung und Überprüfung der Unterschiede zwischen den Blütenstadien 
wurden die Häufigkeiten der gefärbten Blütenorgane bei Arabidopsis thaliana CCR1 
Promotor-GUS Linien an 16 Blüten je Blütenstadium ausgezählt und sind in 
Abbildung IV. 14 und in Tabelle IV. 14 dargestellt. 
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Abbildung IV. 14: CCR1- Expression in verschiedenen Blütenstadien von Arabidopsis thaliana  
In Abbildung IV. 14 sind die ausgezählten Häufigkeiten der GUS-gefärbten Blütenorgane von CCR1 
Promotor-GUS Pflanzen dargestellt. Hierfür wurden jeweils 16 Blüten der entsprechenden Stadien 
geerntet, GUS-gefärbt und mit Hilfe eines Stereomikroskops die angefärbten Organe bestimmt. 
 
An Abbildung IV. 14 und Tabelle IV. 14 kann man erkennen, dass die Anzahl der 
gefärbten Organe von den "geschlossenen" Blüten bis zu "Stadium 4" Blüten 
zunimmt. So wies in "geschlossenen" Blüten das "Gros" der untersuchten Blüten 
keine Färbung, oder nur wenig Färbung an der Filamentspitze auf. Ein ähnliches Bild 
zeigte sich für "Stadium 1" Blüten. Bei "Stadium 2" Blüten wurden insgesamt mehr 
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Organe angefärbt. Hier waren der Großteil der Blüten an Staubbeutel und Griffel 
bzw. an Staubbeutel, Griffel und Filament gefärbt. Bei den "geöffneten" Blüten 
zeigten mehr als die Hälfte der Blüten eine Färbung in Staubbeutel, Griffel und 
Filament, der Rest der Blüten blieb ungefärbt. Im "Stadium 3" wiesen mehr als die 
Hälfte der Blüten eine Färbung in Staubbeutel, Griffel und Filament auf. Im "Stadium 
4" zeigten knapp die Hälfte der der Blüten eine Färbung an Staubbeutel, Griffel und 
Filament und oberem Fruchtknoten, Staubbeuteln und Griffeln, gut ein Drittel waren 
an Staubbeutel, Griffel und Filament gefärbt und bei einigen Blüten waren zusätzlich 
dazu noch die Narben angefärbt. 
 
Tabelle IV. 14: Tabellarische Auswertung der CCR1- Expression in Blüten 
 
geschlossen Stadium 
1 
Stadium 
2 
geöffnet Stadium 
3 
Stadium 
4 
Keine Färbung / 
wenig an der 
Filamentspitze 
87% 81,25% 18,75% 43,75%   
Griffel / Griffel und 
Filament 
13% 12,5% 18,75%  12,5%  
Staubbeutel und 
Griffel 
 6,25% 31,25%  18.75% 6,25% 
Staubbeutel, Griffel 
und Filament 
  31,25% 56,25% 62,5% 37,5% 
Griffel, oberer 
Fruchtknoten, 
Staubbeutel und 
Filamente 
    6,25% 43,75% 
Narbe, Griffel, 
oberer Fruchtknoten, 
Staubbeutel und 
Filamente 
     12,5% 
 
Tabelle IV. 14 zeigt den prozentuellen Anteil der jeweiligen GUS-gefärbten Organe in den 
untersuchten Blütenstadien. 
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4.4.1.4 CCR2-Expression in Blüten (GUS-Färbung) 
Wie schon für die CCR1 Promotor-GUS Linie wurden auch für die CCR2 Promotor-
GUS Linie die Häufigkeiten der gefärbten Blütenorgane in je 15 Blüten pro 
Entwicklungsstadium, zur Quantifizierung und Überprüfung der Unterschiede 
zwischen den Blütenstadien ausgezählt. Diese sind in Abbildung IV. 15 und Tabelle 
IV. 15 dargestellt. 
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Abbildung IV. 15: CCR2- Expression in verschiedenen Blütenstadien von Arabidopsis thaliana 
Abbildung IV. 15 zeigt die ausgezählten Häufigkeiten der GUS-gefärbten Blütenorgane von CCR2 
Promotor-GUS Pflanzen dargestellt. Es wurden jeweils 15 Blüten der entsprechenden 
Entwicklungsstadien geerntet, GUS-gefärbt und mit Hilfe eines Stereomikroskops die angefärbten 
Blütenorgane bestimmt. 
 
Die "geschlossen" Blüten waren alle ungefärbt oder zeigten nur wenig Färbung an 
der Filamentspitze. In "Stadium 1" Blüten wiesen zwei Drittel der Blüten Färbungen 
an Griffel, bzw. Griffel und Filament auf, die restlichen blieben ungefärbt. "Stadium 2" 
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Blüten zeigten bei mehr als der Hälfte der Blüten Färbungen an Staubbeutel und 
Griffel, circa ein Drittel der Blüten waren ungefärbt. In "geöffneten" Blüten waren zwei 
Drittel der Blüten an Staubbeutel, Griffel und Filament gefärbt, die restlichen Blüten 
waren ungefärbt. In "Stadium 3" zeigten zwei Drittel der Blüten an Staubbeutel, 
Griffel und Filament GUS-Färbungen. Außerdem waren einige Blüten an 
Staubbeutel, Griffel, Filament und oberem Fruchtknoten gefärbt. Mehr als die Hälfte 
der "Stadium 4" Blüten wiesen eine Färbung von Staubbeutel, Griffel und Filament 
auf, der Rest der Blüten war zu gleichen Teilen an Staubbeutel, Griffel, Filament und 
oberem Fruchtkoten sowie zusätzlich an der Narbe gefärbt. Insgesamt kann man 
sagen, dass die CCR2- Expression in Blüten der von CCR1 ähnelt. 
 
Tabelle IV. 15: Tabellarische Auswertung der CCR2- Expression in Blüten 
 
geschlossen Stadium 
1 
Stadium 
2 
geöffnet Stadium 
3 
Stadium 
4 
Keine Färbung / 
wenig an der 
Filamentspitze 
100% 33,33% 26,67% 33,33%   
Griffel / Griffel und 
Filament 
 66,67% 13,34%    
Staubbeutel und 
Griffel 
  53,34%  13,34%  
Staubbeutel, Griffel 
und Filament 
  6,67% 66,67% 66,67% 60% 
Griffel, oberer 
Fruchtknoten, 
Staubbeutel und 
Filamente 
    20% 20% 
Narbe, Griffel, 
oberer Fruchtknoten, 
Staubbeutel und 
Filamente 
     20% 
 
In Tabelle IV. 15 ist der prozentuale Anteil der jeweiligen GUS-gefärbten Organe in den untersuchten 
Blütenstadien dargestellt. 
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4.4.1.5 Semiquantitative RT-PCR - Blüten 
Mit Hilfe der semiquantitativen PCR können Transkriptmengen verglichen werden (s. 
Kapitel 3.15.1). So kann festgestellt werden, ob ein Gen unter bestimmten 
Bedingungen (hier Blütenstadien) häufiger abgelesen wird. Deswegen stellt die 
semiquantitative PCR eine Möglichkeit dar, die Ergebnisse der GUS-Färbungen zu 
überprüfen. 
 
 
Abbildung IV. 16: Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR von "geschlossen" und "Stadium 3" 
Blüten mit Aktin- und CCR1- spezifischen Primern nach 27 und 29 PCR-Zyklen. 
 
Abbildung IV. 16 zeigt das Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR von 
"geschlossenen" und "Stadium 3" Blüten. Hierfür wurden "geschlossene" und 
"Stadium 3" Blüten der CCR1 Promotor-GUS Linie geerntet und daraus die RNA 
extrahiert. Diese wurde anschließend in cDNA umgeschrieben und eine PCR mit 
Aktin- (Primer 9 und 10) und CCR1- spezifischen Primern (Primer 12 und 13) 
durchgeführt. Nach 27 und 29 Zyklen wurden die PCRs gestoppt, auf das Gel 
aufgetragen, fotografiert (s. Abbildung IV. 16) eingescannt und mit Aida Image 
Analyser ausgewertet (s. Abbildung IV. 17). Es entsteht eine circa 120 bp-Bande in 
der Aktin-PCR und eine circa 500 bp-Bande in der CCR1-PCR. 
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Abbildung IV. 17: Auswertung der semiquantitativen PCR mit Hilfe des Programms Aida Image 
Analyser 
2: Hintergrund; 3: "geschlossene Blüte" Aktin-Primer, 27 Zyklen; 4: "Stadium 3" Blüte Aktin-Primer, 27 
Zyklen; 5 "geschlossene Blüte" Aktin-Primer, 29 Zyklen; 6: "Stadium 3" Blüte Aktin-Primer, 29; 7: 
"geschlossene Blüte" CCR1-Primer, 29 Zyklen; 8: "Stadium 3" Blüte CCR1-Primer, 29 Zyklen. 
 
Aktinnormierung: 
Man muss nun die erhaltenen Werte auf Aktin normieren, dazu wird das Verhältnis 
von Probe Nr. 6 ("Stadium 3" Blüte) zu Probe Nr. 5 ("geschlossene Blüte") berechnet. 
Hierbei wurde der Intergral/Area-Background [QL/mm] Wert verwendet. 
 
3416 / 2060 = 1,66 
 
Nun muss der entsprechende Wert der CCR1 PCR mit 1,66 zur Normierung der 
Werte multipliziert werden 
 
36,44 x 1,66 = 60,5 
 
Danach können die Werte der CCR1 PCR miteinander verglichen werden: 
 
214,51 / 60,5 = 3,5 
 
? die Expression von CCR1 ist in "Stadium 3" Blüten verglichen mit geschlossenen  
    Blüten um 3,5 -fach erhöht, was die GUS Färbungsergebnisse bestätigt. 
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4.4.1.6 Vergleich der CCR-Expression (GUS) und Lignineinlagerung (Safranin) 
Mit Hilfe der Safraninfärbung (s. Kapitel 3.19) sollten die Ergebnisse der CCR1- und 
CCR2- Expression (GUS-Färbungen, s. Kapitel 0) mit der tatsächlichen Einlagerung 
von Lignin in Blüten verschiedener Stadien verglichen werden. Safranin ist ein 
basicher Farbstoff, der Lignin, auf Grund seiner phenolischen Hydroxylgruppen, im 
pflanzlichen Gewebe rot anfärbt (Lewis und Yamamoto, 1990; Srebotnik und 
Messner, 1994; Méchin et al., 2005). Safranin wurde als Farbstoff gewählt, da andere 
Färbungen wie die Phloroglucinol-HCl-Färbung, die ebenfalls Lignin anfärbt, nicht 
nach vorheriger GUS-Färbung funktionierte.  
 
 
  
A B 
C D 
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Abbildung IV. 18: GUS- und Safranin- gefärbte Arabidopsis thaliana Blüten 
Abbildung IV. 18 zeigt Blüten, die zuerst GUS-gefärbt wurden und anschließend zusätzlich mit 
Safranin angefärbt wurden, so dass die CCR-Expression und die Lignineinlagerung direkt verglichen 
werden konnte. Die Pfeile markieren GUS-gefärbte Bereiche (blau), Safranin-Färbungen (rot) und eine 
Kombination aus beiden Färbungen (lila).               
A: "geschlossene Blüten"; B: Blüten "Stadium1"; C: "geöffnete Blüte"; D Blüte "Stadium 3“; E und F: 
Blüte "Stadium 4", komplett (E) und im Detail (F). Die Balken entsprechen 1000µm.  
 
Tabelle IV. 16: Vergleich von CCR-Expression und der Lignineinlagerung in Blüten 
Blütenstadium GUS-gefärbte Blütenorgane Safranin-gefärbte Blütenorgane 
Geschlossen Keine Keine 
Stadium 1 Keine 
Staubbeutel stark gefärbt, 
Griffel schwach gefärbt 
Geöffnet 
Filamente, Staubbeutel und 
Griffel 
Staubbeutel und Narbe stark 
gefärbt 
Stadium 3 
Filamente, Staubbeutel, Griffel, 
oberer Fruchtknoten 
Staubbeutel gefärbt 
Stadium 4 
Filamente, Staubbeutel, Griffel 
und oberer Fruchtkoten 
Staubbeutel und Narbe stark 
gefärbt 
 
Abbildung IV. 18 zeigt verschiedene Stadien von Arabidopsis CCR2 Promotor-GUS 
Blüten, die zuerst GUS und anschließend mit Safranin-O gefärbt wurden. Tabelle IV. 
16 vergleicht die GUS- und Safranin-gefärbten Blütenorgane der einzelnen 
Blütenstadien. Aus Abbildung IV. 18 und Tabelle IV. 16 ist zu erkennen, dass die 
Anzahl der GUS-gefärbten Organe, wie in den vorangegangenen Kapiteln 
beschrieben, mit dem Entwicklungsstadium der Blüte zunimmt, die Safraninfärbung 
E F 
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jedoch ab "Stadium 1" ausschließlich in Staubbeuteln und Narbe zu finden ist. Somit 
ist die Lignineinlagerung auf Staubbeutel und Narbe begrenzt, CCR2 wird 
dahingegen in mehreren Blütenorganen exprimiert (GUS-Färbung). 
4.4.1.7 Phloroglucinol-HCl-Färbung der Blüten 
Zur weiteren Überprüfung der Lignineinlagerung in Blüten wurde eine Phloroglucinol-
HCl-Färbung (s. Kapitel 3.18) durchgeführt, sie ist etwas spezifischer als die 
Safranin-O-Färbung, konnte aber nicht in Kombination mit der GUS-Färbung 
durchgeführt werden.  
Es ist seit circa 1950 bekannt, dass Phloroglucinol-HCl Lignin in Zellen anfärbt (Adler 
et al., 1948). Später beschrieben Sarkanen und Ludwig (1971) und Lewis und 
Yamamoto (1990), dass hierbei die Coniferaldehyd-Endgruppen der Guaiacyl-
Lignine mit dem Farbstoff ein gefärbtes Kondensationsprodukt eingehen. 
Unterschiedlich starke Färbung deutet auf unterschiedlich starke Lignineinlagerung 
hin. 
A B                            C
Col-0
Gccr1
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Ws-0
A B                                 C
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Abbildung IV. 19: Phloroglucinol-HCl gefärbte Blüten von Col-0 und Gccr1, sowie Ws-0, ccr2 
und Asccr1.  
Abbildung IV. 19 zeigt Phloroglucinol-HCl Färbungen verschiedener Blütenstadien von Ws-0, ccr2, 
Asccr1, Col-0 und Gccr1. In Spalte A sind bei Ws-0, ccr2 und Asccr1 "geschlossene" Blüten, bei Col-0 
und Gccr1 "Stadium1" Blüten dargestellt. Spalte B zeigt "geöffnete" Blüten und Spalte C "Stadium 3" 
Blüten. Die Pfeile markieren Phloroglucinol-HCl gefärbte Bereiche. Angegebene Balken entsprechen 
1000 µm. 
 
Abbildung IV. 19 zeigt mit Phloroglucinol-HCl gefärbte Arabidopsis thaliana Blüten. 
Hierbei zeigte sich, dass bei "geschlossenen" Blüten von Ws-0, ccr2 und Asccr1 
keine Phloroglucinol-HCl-Färbung auftrat. In den "geöffneten" Blüten des Wildtyps 
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wurden Staubbeutel und Griffel angefärbt. Das gleiche Muster konnte auch bei ccr2 
gefunden werden, bei der Antisense ccr1 Linie allerdings fehlt die Färbung der 
Antheren, hier war nur eine Färbung im Griffel zu erkennen. Bei "Stadium 3" Blüten 
von Ws-0, ccr2 und Asccr1 blieb die Färbung auf Staubbeutel und Griffel (Ws-0 und 
ccr2), bzw. nur Staubbeutel (Asccr1) begrenzt. Es wurden keine weiteren Organe 
angefärbt. Somit bestätigte die Phloroglucinol-HCl-Färbung die Safranin Ergebnisse. 
Bei Columbia waren bei "Stadium 1" Blüten kaum gefärbte Blütenteile zu erkennen, 
nur wenige Staubbeutel waren gefärbt. Die Gabi ccr1 Linie hingegen war an allen 
Antheren gefärbt. In den "geöffneten", und "Stadium 3" Blüten von Col-0 und der ccr1 
Mutante waren ebenfalls nur die Staubbeutel gefärbt. 
4.4.2 Expressionsstudien von CCR1 und CCR2 in Blättern  
Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass CCR2 im Gegensatz zu CCR1 
nach Xanthomonas campestris-Infektion induziert wurde (Lauvergeat et al. 2001). In 
dieser Arbeit traten nach Pseudomonas Infektion nur wenige Unterschiede zwischen 
den ccr1 und ccr2 Mutanten auf. Außerdem konnte beobachtet werden, dass alle ccr 
Mutanten nach Blumeria graminis-Infektion mehr Haustorien als im zugehörigen 
Wildtyp gebildet wurden (s. Kapitel 4.2.2 und Kapitel 4.3.2). Daher sollten in dieser 
Arbeit untersucht werden, ob und wie sich Verwundungen und verschiedene 
Pathogeninfektionen auf die CCR-Expression in Arabidopsis Blättern auswirkt. 
4.4.2.1 Verwundung 
In vorangegangenen Arbeiten konnte eine Induktion von Monolignolbiosynthese 
Genen nach Verwundung gezeigt werden (Chen et al., 2000; Cheong et al., 2002; 
Hawkins und Boudet, 2003; Delessert et al., 2004; Kim et al., 2006), allerdings auch 
das Gegenteil (Tiimonen et al., 2007). Daher sollte in dieser Arbeit überprüft werden, 
ob eine Verwundung von Arabidopsis Blättern eine Induktion der CCR-Gene zur 
Folge hat. 
Dazu wurden Arabidopsis Blätter der CCR2 Promotor-GUS Linie mit Hilfe einer 
Pinzette verletzt und anschließend nach 1,5 und 7,5 Stunden GUS-gefärbt (s. 
Abbildung IV. 20A und B), zur Kontrolle wurden unverletzte Blätter ebenfalls GUS-
gefärbt (s. Abbildung IV. 20C). 
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A B C
 
Abbildung IV. 20: GUS-Färbungen von verwundeten und nicht verwundeten Blättern 
Abbildung IV. 20 zeigt GUS-gefärbte Blätter der CCR2 Promotor-GUS Linie 1,5h (A) und 7,5h (B) 
nach Verwundung mit einer Pinzette, sowie ohne Verwundung (C). 
 
In Abbildung IV. 20 sind verwundete und nicht verwundete Blätter nach der GUS-
Färbung gezeigt. GUS-Färbungen waren sowohl 1,5 Stunden, als auch 7,5 Stunden 
nach Verwundung der Blätter deutlich sichtbar, in nicht verwundeten Blättern konnte 
keine GUS-Färbung beobachtet werden. Die CCR2-Expression wurde also durch 
Verwundung der Blätter induziert. 
 
4.4.2.2 Semiquantitative RT-PCR - Verwundung 
Zur Überprüfung ob die GUS-Färbungen aus dem Verwundungsexperiment mit der 
Expression des endogenen CCR2-Gens übereinstimmt, wurden semiquantitative RT-
PCRs durchgeführt (3.15.2). Dazu wurde aus verwundeten und nicht verwundeten 
Blättern RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in die RT-PCR eingesetzt. 
 
                
500 bp 
250 bp 
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Abbildung IV. 21: Ergebnis der semiquantitative RT-PCR von cDNA aus verwundeten und nicht 
verwundeten Blättern mit Aktin und CCR2 Primern nach 29 PCR-Zyklen. 
Für die in Abbildung IV. 21 dargestellte semiquantitative RT-PCR wurde cDNA von verwundeten und 
nicht verwundeten Blättern eingesetzt und Aktin-spezifische Primer (Primer 9 und 10) sowie CCR2-
spezifische Primer (Primer 25 und 26) verwendet. 
 
Abbildung IV. 21 zeigt das Ergebnis der RT-PCR. Hierfür wurden Aktin- und CCR2-
spezifische Primer) verwendet. Man kann Aktin-spezifische Banden bei circa 120 bp 
und CCR2-spezifische Banden bei circa 500 bp erkennen. Zur Ermittlung von Aktin-
normierten Bandenstärken wurden die Banden mit dem Aida Image Analyser 
untersucht (s. Abbildung IV. 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 22: Auswertung der semiquantitativen PCR mit Hilfe des Programms Aida Image 
Analyser 
Mit Hilfe des Aida Image Analyser wurde das Gelbild invertiert, die Banden nummeriert und deren 
Stärke gemessen. 1: nicht verwundete Blätter (negativ Kontrolle - Nk), Aktin-Primer, 29 Zyklen; 2: 
verwundete Blätter, Aktin-Primer, 29 Zyklen; 3 nicht verwundete Blätter (negativ Kontrolle - Nk), 
CCR2-Primer, 29 Zyklen; 4: verwundete Blätter, CCR2-Primer, 29 Zyklen; 5: Hintergrund; 
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Die mit Hilfe des Aida Image Analyser enthaltenen Werte wurden wie in Kapitel 0 
geschrieben auf Aktin normiert und anschließend quantifiziert. Bei dem Vergleich der 
CCR2-Expression in verwundeten und nicht verwundeten Blättern zeigte sich, dass 
die Expression von CCR2 ist in verwundeten Blättern um 4,29 -fach erhöht war, was 
wiederum die Promotor::GUS Daten bestätigt. 
4.4.2.3 Infiltration von Pseudomonas syringae + avrRpt2 
Lauvergeat et al. (2001) konnten zeigen, dass die CCR2-, jedoch nicht die CCR1-
Expression nach Xanthomonas campestris-Infektion induziert wurde. Da sich sowohl 
bei den ccr1 als auch bei der ccr2 Mutante abweichende Reaktionen auf Pst 
Infektionen fanden, soll in dieser Arbeit in einem weiteren Experiment untersucht 
werden, ob durch Infiltration mit avirulenten Pseudomonaden (Pst + avrRpt2) 
ebenfalls die CCR-Gene induziert werden. Dazu wurden CCR1 und CCR2 Promotor-
GUS Linien mit 1x105 cfu / ml Pst + avrRpt2 und 10 mM MgCl2 als Kontrolle infiltriert. 
Anschließend wurden zum Zeitpunkt 0h, direkt nach der Infiltration, Blätter beider 
Behandlungen GUS-gefärbt. Weiterhin wurden 8 Stunden nach der Infiltration 
ebenfalls Pseudomonas- und MgCl2- infiltrierte Blätter gefärbt (s. Abbildung IV. 23). 
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Abbildung IV. 23: Infiltration von 1x105 Pst + avr Rpt2 und 10 mM MgCl2 ruft rasche CCR1 und 
CCR2 Expression hervor. 
Blätter von CCR1 und CCR2 Promotor-GUS Linien wurden mit 1x105 Pst + avrRpt2 und 10 mM MgCl2 
infiltriert und zum Zeitpunkt t=0 und t=8 GUS-gefärbt.              
A: GUS-Färbungen von CCR1 Promotor-GUS Blättern nach Infiltration mit 1x105 cfu / ml 
Pseudomonas syringae + avrRpt2 zu den Zeitpunkten t=0h und t=8h;            
B: GUS-Färbungen von CCR2 Promotor-GUS Blättern nach Infiltration mit 1x105 cfu / ml 
Pseudomonas syringae + avrRpt2 zu den Zeitpunkten t=0h und t=8h             
C: G GUS-Färbungen von CCR1 Promotor-GUS und CCR2 Promotor-GUS Blättern nach Infiltration 
mit 10 mM MgCl2 zu den Zeitpunkten t=0h und t=8h; 
 
Abbildung IV. 23 zeigt GUS-gefärbte Blätter nach Infiltration von avirulenten 
Pseudomonaden (+ avrRpt2) und MgCl2, als Negativkontrolle. Hierbei zeigten die 
Blätter der CCR1 und CCR2 Promotor-GUS Lininen direkt nach der Infiltration mit Pst 
+ avrRpt2 und MgCl2 Blaufärbungen an den Infiltrationstellen. Nach 8 Stunden waren 
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diese bei der CCR2 Promotor-GUS Linie nur noch in den Pseudomonas-infiltrierten 
Blättern zu erkennen, die MgCl2 behandelten Blätter zeigten keine Blaufärbung. In 
der CCR1 Promotor-GUS Linie zeigten auch MgCl2 behandelte Blätter nach 8 
Stunden noch leichte Färbungen um die Infiltrationsstelle herum. 
 
4.4.2.4 Semiquantitative RT-PCR - Infiltration mit Pseudomonas syringae +  
 avrRpt2 
Um die Ergebnisse der GUS-Färbungen aus dem Infiltrationsexperiment zu 
überprüfen, wurden semiquantitative RT-PCRs durchgeführt (3.15.3). Hierdurch 
können mögliche Unterschiede in der Transkriptionshäufigkeit von CCR1 nach 
Infiltration der Blätter mit Pst + avrRpt2 verglichen mit MgCl2-infiltrierten Blättern 
ermittelt werden.  
Dazu wurde 8 Stunden nach der Infiltration mit Pseudomonas syringae + avrRpt2 
und MgCl2 (als Negativkontrolle) aus den jeweiligen Blättern die RNA isoliert, in 
cDNA umgeschrieben und in der semiquantitativen RT-PCR eingesetzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
Abbildung IV. 24: Ergebnis der Semiquantitative RT-PCR von Arabidopsis Blättern infiltriert mit 
Pseudomonas syringae + avrRpt2 und MgCl2 (n.K.) jeweils 8 Stunden nach der Infiltration.  
Aus Pseudomonas- und MgCl2-infiltriertenBlättern wurde 8 Stunden nach der Infiltration RNA 
extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in einer RT-PCR mit Aktin-spezifischen Primern (Primer 9 und 
10) und CCR1-spezifischen Primern (Primer 12 und 13) eingesetzt. 
 
Abbildung IV. 24 zeigt das Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR. Es wurden Aktin- 
und CCR1-spezifische Primer verwendet. Die PCRs wurden nach 29 und 32 Zyklen 
200 bp 
100 bp 
500 bp 
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gestoppt. Es entstanden circa 120 bp-Bande in der Aktin-PCR und circa 500 bp-
Banden in der CCR1-PCR. Zur Analyse der Bandenstärke und Aktinnormierung 
wurde das Gelbild mit dem Programm Aida Image Analyser bearbeitet (s. Abbildung 
IV. 25). 
 
 
 
Abbildung IV. 25: Auswertung der semiquantitativen PCR mit Hilfe des Programms Aida Image 
Analyser 
Mit Hilfe des Aida Image Analyser wurde das Gelbild invertiert, die Banden nummeriert und deren 
Stärke gemessen.                  
1: Pst infiltrierte Blätter, CCR1-Primer, 32 Zyklen; 2: MgCl2 infiltrierte Blätter, CCR1-Primer, 32 Zyklen; 
3: Pst infiltrierte Blätter, Aktin-Primer, 29 Zyklen; 4: MgCl2 infiltrierte Blätter, Aktin-Primer, 29 Zyklen; 5: 
Hintergrund; 
 
Die erhaltenen Werte wurden wie in Kapitel 0 beschrieben auf Aktin normiert und 
quantifiziert. Der Vergleich der CCR1 Expression zwischen Pst- und MgCl2- 
infiltrierten Blättern ergab, dass die Expression von CCR1 in Pseudomonas-
infiltrierten Blättern 7,92 -fach erhöht war. Dies bestätigt die Promotor::GUS Daten 
des Infiltrationsexperiments. 
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4.4.2.5 Northern-Blot-Analyse nach Infiltration mit Pseudomonas syringae +  
 avrRpt2 
Für die RNA Analyse mittels Northern-Blot Technologie wurde zunächst eine CCR1- 
DIG-markierte RNA-Sonde hergestellt (s. Kapitel 3.13.1). Diese CCR1-RNA-Sonde 
wurde zur Hybridisierung eines Northern-Blots verwendet (s. Kapitel 3.13.2). Hierfür 
wurden Ws-0, ccr2, Col-0 und Gccr1 Pflanzen mit Pseudomonas syringae + avrRpt2 
infiltriert und nach 8 Stunden aus infiltrierten und unbehandelten Blättern RNA 
extrahiert. Danach wurden jeweils 20 µg RNA eingesetzt, per Gelelektrophorese 
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit Methylenblau gefärbt (s. 
Abbildung IV. 26B). Danach wurde die Membran mit der DIG-markierten CCR1-
Sonde hybridisiert, gewaschen, mit einem mit Alkalischer Phosphatase konjugiertem 
Anti -DIG-Antikörper inkubiert um die RNA-Banden durch Zugabe von CSPD auf 
einem Röntgenfilm sichtbar zu machen (s. Abbildung IV. 26A). 
 
             
Abbildung IV. 26: Northern-Blot von Pst + avrRpt2 infiltrierten und nicht infiltrierten Ws-0, ccr2, 
Col-0 und Gccr1 Pflanzen hybridisiert mit CCR1 Sonde  
In Abbildung IV. 26A ist ein Northern-Blot dargestellt, der mit einer CCR1-spezifischen DIG-markierten 
Sonde hybridisiert wurde. Um die CCR1- RNA-Banden auf dem Röntgenfilm sichtbar zu machen, 
wurde gegen die DIG-markierte Sonde ein Alkalische Phosphatase (AP) konjugierter Antikörper sowie 
das entsprechende Substrat verwendet. Bild B zeigt die Kontrolle der RNA-Mengen der einzelnen 
Proben durch Methylenblau Färbung der Membran. 
A 
1000 bp 
  500 bp 
B 
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Abbildung IV. 26A zeigt, dass in Ws-0 CCR1 durch Infiltration mit dem avirulenten 
Pseudomonas-Stamm induziert wurde. Bei ccr2, und Col-0 hingegen war diese 
Induktion nicht zu erkennen. In der ccr2 Mutante wurde deutlich, dass CCR1 stärker 
exprimiert wurde als im Wildtyp Ws-0, die Expression konnte jedoch durch 
Pathogeninfektion nicht weiter stimuliert werden. Die Gccr1 Mutante zeigte eine 
kleinere CCR1-RNA (ca. 500 bp) als der zugehörige Wildtyp Col-0 (ca. 1000 bp). 
Abbildung IV. 26B zeigt, dass die eingesetzten RNA-Mengen bei allen Proben etwa 
gleich waren, da die Methylenblau gefärbten Banden gleich stark waren. 
4.4.2.6 Infektion mit Alternaria brassicicola 
Zur Überprüfung der CCR- Expression nach Infektion mit einem nekrotrophen 
Pathogen wurden Arabidopsis Blätter der CCR1 und CCR2 Promotor GUS Linie mit 
Alternaria brassicicola infiziert. Die Infektion wurde mit 1x106 Sporen / ml wie in 
Kapitel 0 beschrieben durchgeführt. 
Sechs Tage nach der Infektion wurden die Blätter GUS-gefärbt. 
 
 
 
Abbildung IV. 27: Alternaria brassicicola-Infektion stimuliert kaum die Expression von CCR1 
(A) und CCR2 (B). 
Blätter von 5 Wochen alten CCR1 Promotor-GUS (Bild A) und CCR2 Promotor-GUS Pflanzen (Bild B) 
wurden mit 1x106 Alternaria brassicicola Sporen / ml infiziert, für 4 Tage in der Klimakammer bei 100% 
Luftfeuchtigkeit (Deckel) inkubiert und nach weiteren 2 Tagen in der Klimakammer (ohne Deckel) 
gefärbt. 
 
A B 
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In Abbildung IV. 27 sind GUS-gefärbte Blätter dargestellt, die zuvor mit Alternaria 
brassicicola infiziert wurden. Man kann eine Blaufärbung um die leicht bräunlichen 
Infektionsstellen herum und um das durch den Pilz zerstörte Blattgewebe herum 
erkennen. Dieser Effekt war bei der CCR2 Promotor GUS Linie etwas stärker 
ausgeprägt als in der CCR1 Promotor-GUS Linie. Eine sehr lokale Expression der 
CCR-Gene konnte also auch nach Infektion mit einem nekrotrophen Pathogen 
beobachtet werden. 
4.4.3 Bestimmung des Ligningehaltes mit der Thioglycolsäure Methode 
Die Thioglygolsäure Methode zur Bestimmung des Ligningehaltes (s. Kapitel 3.21) 
sollte für mögliche erzeugte ccr1ccr2 Doppelmutanten (Kapitel 0) angewandt werden. 
Zur Testung der Methode wurden Pflanzen mit bekannten Ligningehalten verwendet. 
Es wurde hier der Ligningehalt der phänotypisch kleiner gewachsenen Gabi ccr1 
Mutante (s. Abbildung IV. 28) und des Wildtyp Col-0 bestimmt. Hierfür wurden 
Blütenstängel gemörsert und aufgearbeitet. Es wurden die Blütenstängel verwendet, 
da Stängel bei Arabidopsis stark lignifiziert sind. 
 
Abbildung IV. 28: 6 Wochen alte Gccr1 Pflanzen haben eine geringere Größe als der Wildtyp 
Col-0 
4.4.3.1 Isolierung von Zellwandmaterial 
Für die Isolierung des Zellwandmaterials (s. Kapitel 3.21.1) wurden gleiche Mengen 
Frischgewicht von Blütenstängeln der Gabi ccr1 Mutante und dem zugehörigem 
Wildtyp geerntet und in flüssigem Stickstoff gemörsert. Anschließend wurde das 
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Zellwandmaterial mit Hilfe von Natrium-Phosphat-Puffer, Ethanol und Aceton 
extrahiert und im Vakuumofen bei 50°C getrocknet, sodass ein weißes Pulver 
entstand. 
4.4.3.2 Ligninextraktion und Bestimmen des Ligningehalts 
Zur Extraktion des Lignins wurde das extrahierte Zellwandmaterial mit konzentrierter 
Salzsäure versetzt und Thioglycolsäure zugegeben und für 3 Stunden bei 80°C 
inkubiert. Anschließend wurde das unlösliche Material in NaOH unter Schütteln 
gelöst und neutralisiert. Die gelösten Lignin-Thioglycolsäurederivate wurden erneut 
mit Salzsäure angesäuert, fielen aus und konnten in NaOH gelöst werden und 
danach im Photometer mit einer UV Anregung von 280 nm gemessen werden. 
Außerdem wurden mit Hilfe des Photometers Spektren des extrahierten Lignins 
aufgezeichnet (s. Kapitel 3.21.2, Abbildung IV. 29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 29: Spektren der Liginmessungen von Col-0 und Gccr1 
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Die Grafen zeigen typische Ligninspektren. In Bild A das von Col-0 und in Bild B das Spektrum der 
Gccr1 Mutante. Die Spektren wurden bei Wellenlängen zwischen 220 und 320 nm im Photometer 
aufgenommen. Das typische Ligninspektrum zeigt bei 280 nm einen Peak.  
Nach Aufnahme des Spektrums wurden von den gelösten Lignin-
Thioglycolsäurederivate wurden jeweils 1:4 Verdünnungen hergestellt und diese bei 
280nm im Photometer gemessen. Dabei ergaben sich folgende Absorptionen: 
 
Col-0: 1,03 
Gccr1: 0,60 
 
Diese Werte wurden anschließend auf µg Lignin umgerechnet. Hierfür wurde nach 
Müsel et al. (1997) folgende Formel verwendet: 
 
        µg Lignin = (gemessene Absorption x 100 µg) / 0,6 
 
damit ergab sich für Col-0 ein Wert von 171,67 µg Lignin und für Gccr1 ein Wert von 
100 µg Lignin.  
Diese Werte mussten aufgrund der 1:4 Verdünnung noch mit 4 multipliziert werden 
woraus sich folgende Werte ergaben: 
 
Col-0: 686,67 µg Lignin 
Gccr1: 400,00 µg Lignin 
 
Somit war der Ligningehalt in der Gabi ccr1 Mutante im Vergleich zum Columbia 
Wildtyp um 42% reduziert. 
Die Ligninbestimmung wurde zwei Mal durchgeführt. Bei der ersten Untersuchung 
war der Ligningehalt der Gccr1 Mutante höher als die des Wildtyps, nach 
Anpassungen im Protokoll wurde im zweiten Versuch der hier dargestellte 
Ligningehalt ermittelt, der durch vorherige Bestimmungen bestätigt wird (Derikvand et 
al. 2008). 
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4.5 Ligninfärbungen der Blütenstiele 
Nach Bestimmen des Ligningehalts der Gabi ccr1 Mutante und des Wildtyps wurde 
nun mit Hilfe von Ligninfärbungen überprüft, ob diese Veränderungen des 
Ligningehalts im Stängel sichtbar sind. Dafür wurde die Fasga-Färbung (s. Kapitel 
3.20) ausgewählt, da gleichzeitig Lignin und Zellulose angefärbt werden. Safranin 
färbt dabei Lignin rot und Alcianblau Zellulose blau an (Tolivia und Tolivia, 1987; 
Méchin et al., 2005). So ist es möglich, neben einer Veränderung im Ligningehalt 
auch Veränderungen im Zellulosegehalt bzw. der Lignin- und Zelluloseeinlagerung 
festzustellen. Safranin ist aufgrund seiner basischen Eigenschaften zur Färbung des 
sauren Lignins geeignet (s. Kapitel 0). Abbildung IV. 30 zeigt Fasga gefärbte 
Dünnschnitte von Blütenstielen der Gccr1 Mutante und des zugehörigen Wildtyps 
(Col-0). Es sind jeweils Übersichts- und Detailaufnahmen dargestellt, so wie das 
Xylem von Columbia und Gccr1 im Detail. 
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Abbildung IV. 30: Geringerer Ligningehalt führt zur Bildung von deformierten Xylemzellen 
Übersichts- und Detailaufnahmen von Fasga gefärbten Dünnschnitten von Col-0 (Bild A) und Gccr1 
(Bild B) Stängeln, sowie Detailaufnahmen vom Col-0 (C) und Gccr1 (D) Xylem.             
K: Kortex, I: Interfasciculäre Fibrillen; P: Phloem; X: Xylem;                     
Balken in den Übersichtsaufnehmen entspricht 500µm, in den Detailaufnahmen 50 µm 
 
Beim Vergleich der Übersichtsaufnahmen von Col-0 und Gccr1 wurden keine 
Unterschiede in der Lignineinlagerung (rote Färbung) sichtbar, sie zeigten einen rot 
gefärbten Ring, im Detail kann man erkennen, dass das Xylem und die 
interfasciculären Fibrillen angefärbt wurden und Lignin enthielten. Vergleiche des 
Xylems von Col-0 und Gccr1 (s. Abbildung IV. 30C und D) zeigten, dass die 
Xylemzellen des Wildtyps viel dickere Zellwände, sowie die typische runde Zellform 
aufwiesen. Im Gegensatz dazu hatten die Xylemzellen der Gccr1 Mutante sehr 
dünne Zellwände und waren deformiert. Das Phloem war bei Columbia und der 
Gccr1 Mutante nicht durch Safranin angefärbt, dafür aber durch Alcianblau. Die 
Blaufärbung deutet darauf hin, dass hier vorrangig Zellulose eingelagert ist. 
4.6 Kreuzung von Gabi ccr1 und SAIL ccr2 
In dieser Arbeit sollte eine ccr1 ccr2 Doppelmutante erstellt werden (s. Kapitel 3.5), 
um zu überprüfen, wie gravierend die Veränderungen im Ligningehalt und der 
Ligninzusammensetzung sind, wenn beide CCR-Gene ausgeschaltet sind. 
Außerdem sollte beobachtet werden, ob die Doppelmutante eine veränderte 
Pathogenantwort verglichen mit dem zugehörigen Wildtyp zeigt. Für die Erstellung 
einer ccr1ccr2 Doppelmutante wurde die bereits beschriebene Gabi ccr1 Linie 
verwendet und eine ccr2 Mutante aus der SAIL Kollektion (SAIL Linie 207 G05). Die 
in vorherigen Versuchen verwendete ccr2 Mutante konnte zur Kreuzung nicht 
verwendet werden, da diese im Ws-0 Hintergrund ist, die Gccr1 Mutante jedoch im 
Col-0 Hintergrund. Daher wurde eine ccr2 Mutante ausgewählt, die ebenfalls im Col-
0 Hintergrund erstellt wurde. 
D C 
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4.6.1 Überprüfung der SAIL ccr2 Mutante 
Bevor die SAIL ccr2 (Sccr2) Linie zur Kreuzung verwendet werden konnte, musste 
erst die T-DNA Insertion verifiziert werden (s. Kapitel 3.5.1). Hier zu wurde das 
erhaltene Saatgut auf Basta®-getränkter Erde ausgesät und anschließend aus den 
Pflanzen die genomische DNA extrahiert. Diese wurde überprüft, ob sie eine T-DNA 
Insertion trägt und an welcher Stelle im Gen sich diese befindet. Dazu wurden 
verschachtelte PCR-Reaktionen (nested PCR) mit SAIL-spezifischen Primern (47 
und 48), die sich an der linken Flanke der T-DNA Insertion anlagern, sowie CCR2-
spezifischen Primern (33 und 34) durchgeführt. 
 
                         
Abbildung IV. 31: SAIL T-DNA Verifizierung - aufgereinigte PCR-Produkte  
Zur Verifizierung der T-DNA Insertion in der SAILccr2 Linie wurde mit genomischer DNA aus 
verschiedenen SAILccr2 Linien eine nested PCR mit folgenden Primerkombinationen aus SAIL- und 
CCR2-spezifischen Primern durchgeführt. PCR 1: Primer 33 und 47; nested PCR: Primer 34 und 48. 
Das Ergebnis ist in Bild A dargestellt. Weiterhin wurden die Banden für die spätere Sequenzierung 
aufgereinigt (Bild B). Als Negativkontrolle (nk) wurde eine Wasserkontrolle verwendet. 
 
Abbildung IV. 31A zeigt die aus der nested PCR-Reaktionen erhaltenen PCR-
Produkte, die zur Verifizierung der SAIL T-DNA Insertion genutzt wurden. Außer der 
genomischen Sccr2 DNA wurde eine Wasserkontrolle (nK) durchgeführt und 
aufgetragen. Für die anschließende Sequenzierung wurden 2 PCR-Produkte 
ausgeschnitten und aufgereinigt. Die aufgereinigten Banden sind in Abbildung IV. 
31B dargestellt und wurden sequenziert. Die Sequenzierung von Bande 1 und ein 
anschließender Sequenzvergleich mit der genomischen DNA von CCR2, (Vector NTI 
Advance 10 (s. Anhang) zeigte, dass die T-DNA in der SAIL ccr2 Linie bei Base 551 
der genomischen DNA im 2. Exons des CCR2 Gens integriert wurde. (s. Abbildung 
IV. 32). 
 
500 bp 
500 bp 
A B 
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Abbildung IV. 32: genomische Organisation des CCR2 Locus mit Integrationsstelle der T-DNA 
CCR2-Lokus mit eingezeichneten Positionen der Exons, sowie der verwendeten Primer und der SAIL 
T-DNA Insertion. Zahlen in Klammern geben die genaue Position in der genomischen DNA in 
Basenpaaren an. 
Nachdem in Sccr2 Mutanten die T-DNA Insertion verifiziert werden konnte, wurden 
mit diesen Linien weitere PCR-Reaktionen durchgeführt, um sie auf Homozygotie zu 
testen. Da nur die homozygoten Linien für die Kreuzung verwendet werden sollten. 
Hierfür wurden CCR2-spezifische PCR-Reaktionen durchgeführt (s. Abbildung IV. 
33). Von DNA homozygoter T-DNA Linien sollte sich mit dieser Primerkombination 
unter den gewählten PCR-Bedingungen keine PCR-Bande amplifizieren lassen. Die 
T-DNA ist zu groß, als dass ein PCR-Produkt entstehen könnte. 
 
Col pGWB5
+CCR2
SAIL ccr2 1-9
nk
100 bp
Marker
100 bp
Marker
500 bp
 
Abbildung IV. 33: Test auf Homozygotie der Sccr2 Pflanzen durch PCR-Reaktionen CCR2 
spezifischen Primern (CCR2 ATG For. und CCR2 480 Rev). 
SAIL Homozygotie PCR mit CCR2-spezifische Primern (25 und 26). SAIL ccr2 1-9, Col-0 und 
pGWB5+CCR2 als Positivkontrolle, sowie eine Wasserkontrolle als Negativkontrolle wurden getestet. 
Aus der DNA homozygoter Sccr2 Mutanten konnte keine CCR2-spezifische PCR-Bande amplifiziert 
werden, da die T-DNA Insertion zu groß ist, um sie zusammen mit der CCR2-DNA zu amplifizieren. 
 
SAIL T-DNA Insertion (bis 551) 
CCR2 480R (574) 
CCR2 Stop GW Rev (1867) CCR2 exon3R (907) 
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 
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Abbildung IV. 33 zeigt das Ergebnis der Homozygotie PCR der Sccr2 Mutanten. 
Homozygote Linien zeigten keine CCR2-Bande. Die Linien Sccr2 - 3, 7 und 9 wurden 
für die anschließende Kreuzung verwendet. Für die Kreuzung wurden Gccr1 Linien 
kastriert, so dass eine Selbstbestäubung ausgeschlossen war. Später wurde die reife 
Narbe mit Sccr2 Pollen bestäubt und nach Abreifen der Schoten die Samen geerntet. 
4.6.2 Selektion der ccr1ccr2 Mutante 
Die Samen aus den gekreuzten Blüten wurden zur Selektion auf Basta®-getränkter 
Erde ausgesät (s. Abbildung IV. 34). Diese Selektion wurde gewählt, da weibliche 
Gccr1 Blüten, welche eine Sulfadiazinresistenz tragen mit Sccr2 Blütenpollen 
(Basta®-resistent) bestäubt wurden. Somit konnten mit Hilfe der Basta®-Selektion nur 
die Pflanzen auskeimen und wachsen, die aus einer erfolgreichen Kreuzung 
hervorgegangen sind. 
 
 
Abbildung IV. 34: Selektive Aussaat auf Basta®-getränkter Erde der ccr1ccr2 Mutanten (B) und 
von Gccr1 zum Vergleich (A) 
Zur Selektion wurden Samen, die aus Kreuzungen von Gccr1 mit Sccr2 hervorgegangen sind auf 
Basta®-getränkter Erde ausgesät (A). Zum Vergleich wurden Gccr1 Samen ebenfalls auf Basta®-
getränkter Erde ausgesät (B). 10 Tage nach der Aussaat zeigt sich ein deutlich Unterschied zwischen 
den Basta®-resistenten Keimlingen die aus der Kreuzung hervorgingen und den der Gccr1 Mutante. 
In Abbildung IV. 34 ist die Selektion der ccr1ccr2 und Gccr1 Samen etwa 10 Tage 
nach der Aussaat dargestellt. Gccr1 Samen konnten auf Basta® zwar auskeimen, 
sich danach allerdings nicht weiterentwickeln, blieben weißlich und starben 
schließlich ab (Bild A). Die Samen, welche aus der Kreuzung hervorgingen, keimten 
auf Basta®-getränkter Erde gut aus und entwickelten sich normal (Bild B). 
A B 
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4.6.3 Verifizierung der ccr1ccr2 Mutante  
Zur Verifizierung der ccr1ccr2 Doppelmutanten (s. Kapitel 3.5.2.1 und 3.5.2.2) 
wurden zunächst die Filialgeneration eins und zwei auf Basta®-getränkter Erde 
selektioniert. Die Pflanzen der zweiten Filialgeneration wurden dann auf vorhandene 
T-DNA Insertionen im CCR1- und CCR2-Gen sowie auf homozygote Knockouts der 
beiden Gene hin überprüft. Die Nummerierung der Pflanzen soll hier an einigen 
Beispielen erklärt werden:  
ccr1ccr2 1-5 bedeutet, ccr1ccr2 Doppelmutante Linie 1, die Nummer wurde der F1-
Pflanze gegeben, die Samen geerntet und ausgesät und diese Pflanzen wiederum 
nummeriert. Hier Pflanze Nr. 5. 
 
4.6.3.1 Verifizierung per PCR 
Da man nur in 1/16 aller Pflanzen eine Doppelmutante erwarten konnte, wurde für 
die Verifizierung der ccr1ccr2 Doppelmutanten die genomische DNA aus Blättern von 
130 Pflanzen aus 6 unabhängigen Linien der F2-Generation extrahiert und für 
folgende PCR-Reaktionen eingesetzt (s. Kapitel 3.5.2.1): 
 
1. Verifizierung der CCR1 T-DNA Insertion (CCR1 ex3R. - Gabi PCR und CCR1 
ex3nestR. nest - Gabi nest For.) nach der nested PCR entsteht eine etwa 
400bp große Bande. 
2. Test auf homozygoten Knockout - CCR1 (CCR1 ex3R - CCR1 ex1F und 
CCR1 ex3Rnest - CCR1 ex2F) nach der nested PCR entsteht eine etwa 
700bp große Bande. 
3. Verifizierung der CCR2 T-DNA Insertion (SAIL LB For. - CCR2exon3R) es 
entsteht eine etwa 800 bp große Bande 
4. Test auf homozygoten Knockout - CCR2 (CCR2 ex1F - CCR2 exon3R) hier 
wird eine etwa 800 bp große Bande erwartet. 
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Abbildung IV. 35: Verifizierung der GABI T-DNA Insertion (PCR1) in genomischer DNA aus 
Pflanzen der verschiedenen ccr1ccr2 Linien 
Dargestellt ist das Ergebnis der nested PCR-Reaktionen (1. PCR: Primer 17 und 35, nested PCR: 16 
und 36) zum Nachweis der GABI T-DNA. Es wurden Pflanzen der folgenden Linien, die aus der Gccr1 
Sccr2 Kreuzung hervorgegangen sind, getestet: ccr1ccr2 1, ccr1ccr2 7, ccr1ccr2 8, ccr1ccr2 13, 
ccr1ccr2 20 und ccr1ccr2 21. Pflanzen mit GABI T-DNA Insertion zeigten eine circa 400 bp große 
Bande. Zum besseren Verständnis ist die Organisation des CCR1-Lokus mit den Positionen der 
verwendeten Primer und der GABI T-DNA Insertion dargestellt. Die Zahlen in Klammern beziehen sich 
auf die Position in der genomischen DNA in Basenpaaren. 
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Abbildung IV. 36: Nachweis von homozygoten CCR1-Knockouts (PCR2) in genomischer DNA 
aus Pflanzen der verschiedenen ccr1ccr2 Linien 
Dargestellt ist das Ergebnis der geschachtelten PCR-Reaktionen (1. PCR: Primer 14 und 17, nested 
PCR: 15 und 16) zum Nachweis von homozygoten CCR1-Knockouts. Es wurden nur Pflanzen der 
Linien ccr1ccr2 1, ccr1ccr2 7, ccr1ccr2 8, ccr1ccr2 13., ccr1ccr2 20 und ccr1ccr2 21, die eine CCR1 T-
DNA Insertion trugen (PCR1), getestet. Banden, von etwa 700 bp traten nur bei DNA aus 
heterozygoten Pflanzen auf. Zum besseren Verständnis ist die Organisation des CCR1-Lokus mit den 
Positionen der verwendeten Primer und der GABI T-DNA Insertion dargestellt. Die Zahlen in 
Klammern beziehen sich auf die Position in der genomischen DNA in Basenpaaren. 
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Abbildung IV. 37: Verifizierung der SAIL T-DNA Insertion (PCR3) in genomischer DNA aus 
Pflanzen der verschiedenen ccr1ccr2 Linien 
Die Abbildung zeigt das Ergebnis der PCR-Reaktionen (Primer 34 und 47) zum Nachweis der SAIL T-
DNA in Pflanzen die aus der Gccr1 Sccr2 Kreuzung hervorgegangen sind. Es wurden Pflanzen der 
Linien ccr1ccr2 1, ccr1ccr2 7, ccr1ccr2 8, ccr1ccr2 13, ccr1ccr2 20 und ccr1ccr2 21 untersucht. 
Pflanzen mit SAIL T-DNA Insertion zeigten eine circa 800 bp-Bande. Zum besseren Verständnis ist 
die Organisation des CCR2-Lokus mit den Positionen der verwendeten Primer und der SAIL T-DNA 
Insertion dargestellt. Die Zahlen in Klammern geben die Position in der genomischen DNA in 
Basenpaaren an. 
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Abbildung IV. 38: Nachweis von homozygoten CCR2-Knockouts (PCR4) in genomischer DNA 
aus Pflanzen der verschiedenen ccr1ccr2 Linien 
Dargestellt ist das Ergebnis der PCR-Reaktionen (Primer 27 und 34) zum Nachweis eines 
homozygoten CCR2-Knockout mittels Wildtyp-PCR (4). Es wurden Pflanzen der Linien ccr1ccr2 1, 
ccr1ccr2 7, ccr1ccr2 8, ccr1ccr2 13. ccr1ccr2 20 und ccr1ccr2 21 getestet. Etwa 800 bp große Banden 
traten nur in heterozygoten Pflanzen auf. Zum besseren Verständnis ist die Organisation des CCR2-
Lokus mit den Positionen der verwendeten Primer und der SAIL T-DNA Insertion dargestellt. Die 
Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Position in der genomischen DNA in Basenpaaren. 
 
Abbildung IV. 35 bis Abbildung IV. 38 zeigen eine Zusammenfassung der 
Überprüfung der ccr1ccr2 Doppelmutanten (T2 Generation). Hierbei wurde als erstes 
die GABI T-DNA Insertion überprüft (Abbildung IV. 35). Mutanten, die sich in dieser 
ersten Untersuchung als positiv herausstellten, wurden dann weiter auf homozygote 
CCR1- (Abbildung IV. 36) und CCR2- (Abbildung IV. 38) Knockouts überprüft, sowie 
auf eine SAIL T-DNA Insertion (Abbildung IV. 37) hin untersucht. 
Insgesamt konnten 25 Pflanzen aus 6 verschiedenen Linien gefunden werden, die 
nach mehrmaligen Wiederholungen positiv in der GABI T-DNA Überprüfung waren 
und eine entsprechende etwa 400bp große Bande aufwiesen (ccr1ccr2 1-1, 1-5, 1-
14, 1-17, ccr1ccr2 7-9, 7-14, 7-17, ccr1ccr2 8-1, 8-6, 8-20, 8-22, 8-23, ccr1ccr2 13-9, 
13-17, 13-20, 13-21, 13-25, ccr1ccr2 20-1, 20-5, 20-6, ccr1ccr2 21-1, 21-3, 21-14, 
21-15, 21-28). Diese wurden dann auf einen homozygoten CCR1-Knockout getestet. 
In Abbildung IV. 36 ist das Ergebnis der Überprüfung auf Homozygotie des CCR1- 
Knockouts dargestellt. Heterozygote Pflanzen zeigten eine etwa 700 bp große 
Bande. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die 8 Linien ccr1ccr2 1-1, 1-5, 1-
17, 7-14, 7-17, 13-25, 20-6 und 21-1 hier keine Wildtyp-Bande aufwiesen und somit 
homozygote Knockouts für CCR1 waren. ccr1ccr2 1-14, 8-1, 13-9, 13-21, 20-5, 21-14 
und 21-28 zeigten eine untypische 200 bp-Bande. Somit konnte hier nicht mit 
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Gewissheit gesagt werden, ob sie ein homozygoter CCR1-Knockout waren. 
Abbildung IV. 37 zeigt die Ergebnisse der Überprüfung der SAIL T-DNA Insertion. 
War die T-DNA Insertion vorhanden wurde eine circa 800 bp große Bande 
amplifiziert Außer ccr1ccr2 1-1, ccr1ccr2 13-25, ccr1ccr2 20-5, ccr1ccr2 20-6 und 
ccr1ccr2 21-28 trugen alle getesteten Pflanzen die SAIL T-DNA Insertion. In 
Abbildung IV. 38 ist die Überprüfung der ccr1ccr2 Doppelmutanten auf homozygote 
CCR2-Knockouts dargestellt. Hierbei wurde für einen CCR2 Wildtyp eine etwa 800 
bp-Bande erwartet, wie die Col-0 Kontrolle zeigte. Zusammenfassend auf T-DNA 
Nachweis- und CCR2-Wildtyp- PCR kann man sagen, dass ccr1ccr2 1-5, 1-17, 
ccr1ccr2 8-6, 8-20, 8-22, ccr1ccr2 13-20 und ccr1ccr2 21-15 homozygote Knockouts 
für CCR2 waren. 
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Abbildung IV. 39: Nur ccr1ccr2 1-5 und ccr1ccr2 1-17 sind viel versprechende Kandidaten 
Zusammenfassende Darstellung der PCR-Überprüfung von Pflanzen (F2) die aus der Gccr1 und Sccr2 
Kreuzung hervorgegangen sind. Hierbei wurde in 4 verschiedenen PCR-Reaktionen untersucht, ob 
die Pflanzen eine GABI und SAIL T-DNA Insertion trugen und homozygot für den CCR1- und CCR2-
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Knockout waren. Zum Ende der Überprüfung blieben zwei viel versprechende Kandidaten übrig, 
ccr1ccr2 1-5 und ccr1ccr2 1-17. 
Aus Abbildung IV. 39 ergibt sich, dass ccr1ccr2 1-5 und 1-17 viel versprechende 
Kandidaten für einen Doppelknockout waren, da sie anscheinend sowohl für CCR1 
als auch für CCR2 homozygote Knockouts waren und auch beide T-DNA Insertionen 
trugen. Weitere interessante Pflanzen waren ccr1ccr2 20-5, bei der im vorherigen 
Test für ebenfalls positive PCR Ergebnisse für beide T-DNA Insertionen (hier negativ 
für SAIL T-DNA Insertion) war. Außerdem waren ccr1ccr2 1-1, und ccr1ccr2 21-28 
interessant, da diese zwar anscheinend keine T-DNA Insertion in CCR1 tragen, aber 
für CCR2 homozygote Knockouts waren. Leider konnten einige PCR-Reaktionen 
auch nach mehreren Wiederholungen nicht einheitlich bestätigt werden, da sie 
unterschiedliche Ergebnisse zeigten. Daher konnte aufgrund dieser Inkonsistenz 
keine eindeutige Aussage über den Genotyp dieser Pflanzen gemacht werden, 
deshalb wurden alle hier gezeigten Pflanzen zur weiteren Bestätigung zusätzlich 
mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht. 
4.6.3.2 Verifizierung per RT - PCR 
Aus den viel versprechenden Linien ccr1ccr2 1-1, 1-5, 1-14, 1-17, 7-9. 7-17, 8-1, 8-6, 
8-20, 8-22, 9-13, 13-25, 20-1, 20-5, 20-6, 20-13, 21-1, 21-3, 21-6, 21-13, 21-14, 21-
15, 21-28 wurde zusätzlich zur genomischen DNA ebenfalls die RNA isoliert und 
anschließend eine cDNA-Synthese durchgeführt. Die so gewonnene cDNA wurde 
danach in RT-PCR-Reaktionen eingesetzt (s. Kapitel 3.5.2.2).  
 
1. Test auf einen homozygoten CCR1-Knockout (CCR1 exon 3/4 RTqPCR F - 
CCR1 exon 5/4 RTqPCR R oder CCR1 ex2F - CCR1 ex3nestR) hierbei 
entstehen 380 bp bzw. 170 bp große Banden 
2. Test auf einen homozygoten CCR2-Knockout (CCR2 exon 2/3 RTqPCR F – 
CCR2 exon 4/3 RTqPCR R oder CCR2 480F - CCR2 exon3R) es entstehen 
380 bp bzw. 220 bp große Banden 
Außerdem wurden aus 30 weiteren Pflanzen (ccr1ccr2 13 31-45 und ccr1ccr2 20 31-
45), welche nicht zuvor in PCRs charakterisiert wurden, RNA extrahiert, cDNA 
synthetisiert und per RT-PCR überprüft. 
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Abbildung IV. 40: RT-PCR zeigt Expression von CCR1 und CCR2 in allen Kandidatenlinien. 
Überprüfung der ccr1ccr2 Mutanten mittels RT-PCR. Aktin PCR zur Überprüfung der cDNA (Primer 9 
und 10), CCR1-spezifische PCR (Primer 18 und 19) mit einer erwarteten Bandengröße von ca. 380 
bp, CCR2-spezifische PCR (29 und 30) die erwartete Bandengröße lag auch hier bei etwa 380 bp; 
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Abbildung IV. 41: RT-PCR zeigt Expression von CCR1 und CCR2 in allen Kandidatenlinien. 
Überprüfung der ccr1ccr2 Mutanten mittels RT-PCR. Aktin-PCR zur Überprüfung der cDNA (Primer 9 
und 10), CCR1-spezifische PCR (Primer 15 und 16) die erwartete Bande liegt bei 170 bp, CCR2-
spezifische PCR (Primer 17 und 24) hier lag die erwartete Bandengröße bei 220 bp.  
 
Abbildung IV. 40 und Abbildung IV. 41 zeigen die Ergebnisse der Überprüfung der 
ccr1ccr2 Doppelmutanten, welche als besonders interessant aus vorherigen 
Überprüfungen (s. 0) hervorgegangen sind, mittels RT-PCR. Hierbei zeigte sich, dass 
die außer ccr1ccr2 1-14 und ccr1ccr2 8-20 keine der getesteten Pflanzen einen 
CCR1-Knockout aufwiesen, obwohl mehrere Pflanzen im vorherigen Test keine 
Wildtyp-PCR Bande zeigten. Weiterhin zeigten nur ccr1ccr2 1-14, evtl. ccr1ccr2 7-9 
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und ccr1ccr2 21-13 einen CCR2-Knockout. Daraufhin wurden ccr1ccr2 1-1, 1-14 und 
7-9 erneut untersucht (s. Abbildung IV. 42). 
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Abbildung IV. 42: Erneute Überprüfung von ccr1ccr2 1-1, 1-14 und 7-9 zeigte in CCR1- und 
CCR2-Expression in allen getesteten Pflanzen. 
Erneute Überprüfung der ccr1ccr2 Mutanten 1-1, 1-14 und 7-9. Hierzu wurde die RNA erst mittels 
Aktin PCR (Primer 9 und 10) überprüft und anschließend CCR1-spezifische PCR-Reaktionen (a. 
Primer 18 und 19; b: Primer 15 und 16) mit erwarteten Bandengrößen von 380 und 170 bp, sowie 
CCR2-spezifische PCR-Reaktionen (a: Primer 29 und 30; b: Primer 17 und 23), mit erwarteten 
Bandengrößen von 380 bp und 220 bp, durchgeführt. 
 
Hierbei zeigte sich, dass sowohl die viel versprechende Linie ccr1ccr2 1-14 als auch 
ccr1ccr2 1-1 und 7-9 keine homozygoten Knockouts für CCR1 und CCR2 waren (s. 
Abbildung IV. 43). Deshalb wurden 30 weitere Pflanzen getestet (s. Abbildung IV. 44 
und Abbildung IV. 45). 
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ccr1xccr2  1-1
ccr1xccr2  1-5
ccr1xccr2  1-14
ccr1xccr2  1-17
ccr1xccr2  7-9
ccr1xccr2  7-14
ccr1xccr2  7-15
ccr1xccr2  8-1
ccr1xccr2  8-6
ccr1xccr2  8-20
ccr1xccr2  8-22
ccr1xccr2  8-23
ccr1xccr2  13-9
ccr1xccr2  13-17
ccr1xccr2  13-20
ccr1xccr2  13-21
ccr1xccr2  13-25
ccr1xccr2  20-1
ccr1xccr2  20-5
ccr1xccr2  20-6
ccr1xccr2  21-1
ccr1xccr2  21-3
ccr1xccr2  21-14
ccr1xccr2  21-15
ccr1xccr2  21-28
ccr1xccr2
ccr1xccr2
Pflanzen mit GABI
T-DNA Insertion
Homozygote Knockouts 
für CCR1
ccr1xccr2 1-1
ccr1xccr2
  1-1
ccr1xccr2   7-9
ccr1xccr2   21-13
  1-14
Homozygote Knockouts 
für CCR2
4
  8-20
Homozygote Knockouts 
für CCR1 und CCR2
nach erneuter Überprüfung 
Es konnte kein 
homozygoter 
Doppel-Knockout 
bestätigt werden
 
Abbildung IV. 43: Auf RNA Ebene konnten keine ccr1ccr2 Doppel-Knockouts gefunden werden 
Zusammenfassende Darstellung der Überprüfungen von potentiellen ccr1ccr2 Mutanten auf RNA 
Ebene per RT-PCR. In zwei RT-PCR Reaktionen wurden die RNA Proben auf homozygote Knockouts 
für CCR1 und CCR2 überprüft. Leider konnte bei keiner der überprüften RNA Proben ein Doppel-
Knockout verifiziert werden. 
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Abbildung IV. 44: RT-PCRs von 15 neuen Pflanzen zeigten CCR1 und CCR2 Expression in allen 
überprüften Pflanzen.  
Überprüfung der ccr1ccr2 13-31 bis 13-45 Mutanten mittels RT-PCR. Zur Überprüfung der RNA wurde 
eine Aktin-PCR (Primer 9 und 10) durchgeführt und danach jeweils eine CCR1-spezifische PCR 
(Primer 15 und 16), die erwartet Bandengröße lag bei 170 bp, sowie eine CCR2-spezifische PCR 
(Primer 25 und 34) hier lag die erwartete Bandengröße bei 220 bp. 
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ccr1ccr2  20  31 - 45
ccr1ccr2  20  31 - 45
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Abbildung IV. 45: RT-PCRs von zusätzlichen ccr1ccr2 Doppelmutanten zeigte CCR1- und 
CCR2-Expression in allen untersuchten Pflanzen 
Überprüfung der ccr1ccr2 20-31 bis 20-45 Mutanten mittels RT-PCR. Es wurden Aktin-Primer (9 
und10) zur Überprüfung der RNA verwendet und anschließend CCR1- (Primer 15 und 16) und CCR2-
spezifische (Primer 25 und 34) PCRs durchgeführt. Alle analysierten Pflanzen zeigten sowohl CCR1- 
als auch CCR2-Expression. 
 
In Abbildung IV. 44 und Abbildung IV. 45 ist das Ergebnis der Überprüfung von 30 
zusätzlichen ccr1ccr2 Mutanten gezeigt. Dazu wurden für CCR1- und CCR2-
exonüberspannende PCR-Reaktionen durchgeführt um nachzuweisen, ob die Gene 
exprimiert wurden oder ob es sich um Doppelmutanten handelt. Einige der 
überprüften Pflanzen zeigten zwar einen möglichen CCR2-Knockout (13-31, 13-33, 
13-36, 13-10, 13-41, 13-43, 20-32, 20-33, 20-36, 20-38, 20-41, 20-42), allerdings 
zeigten leider alle getesteten Pflanzen CCR1 Wildtyp-Banden. Somit konnten auch 
nach der Untersuchung von insgesamt 160 Pflanzen keine bestätigten 
Doppelmutanten für CCR1 und CCR2 gefunden werden. 
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4.7 Erstellung von Arabidopsis thaliana CCR- GFP Fusions-, Myc- 
 bzw. HA- getagten und Überexpressions-Linien 
4.7.1 Erstellung der CCR- GFP Konstrukte 
Mit Hilfe von CCR-GFP Pflanzen und konfokaler Lasermikroskopie sollten in dieser 
Arbeit die CCR Proteine in der Pflanzenzelle mit und ohne Infektion lokalisiert 
werden. Die Klonierungen der CCR-Gene wurden mit Hilfe der Gateway®-
Technologie durchgeführt (s. Kapitel 3.11.1). Hierbei wurden zuerst die cDNAs von 
CCR1 und CCR2 amplifiziert (Primerkombinationen: CCR1 - Primer 13 und 21; 
CCR2 - Primer 26 und 32) in den Klonierungsvektor pJET1 gebracht. Aus dem 
Klonierungsvektor pJET1 wurde die jeweilige cDNA mit Hilfe der Gateway®-
Technologie in den Entry Vektor pDONR 207 transferiert. Zur Überprüfung der 
Konstruke wurden diese mit CCR1 bzw. CCR2 spezifischen Primern sequenziert. 
Nach deren Bestätigung wurden die CCR-Gene mittels Gateway®-Technologie in 
den Ziel- Vektor pGWB5 kloniert (s. Abbildung IV. 46) und durch Sequenzierungen 
überprüft. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 46: Plasmidkarten der Gateway® GFP- Expressionsvektoren mit CCR1 bzw. CCR2 
cDNAs 
Die Vektorkarten zeigen die Positionen der Restriktionsenzyme Hind III, Xho I und Sac I, sowie der 
Kanamycin- (KanR) und Hygromycin- (HygrR) Resistenzgene. Weiterhin sind die Positionen der GFP- 
und CCR-Gene vermerkt sowie die der Promotoren (CaMV 35S) und Terminatoren (Nos-T) 
Nos - T 
CCR1 
Kan R 
GFP 
Hygr R 
CaMV  
35S attB1 
attB2 Sac I 
Hind III 
Hind III 
Xho I 
pGBW5 + CCR1 
Nos - T 
CCR2 
Kan R 
GFP 
Hygr R 
CaMV 
35S attB1 
attB2 Sac I 
Hind III 
Hind III
pGBW5 + CCR2 
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eingezeichnet. attB1 und attB2 bezeichnen die Rekombinationsstellen zwischen die das jeweilige 
CCR-Gen kloniert wurde.  
Die GFP-CCR Konstrukte wurden danach in Agrobakterien des Stamms GV3101 
gebracht. Diese wurden für die Transformation von Arabidopsis thaliana Pflanzen 
mittels 'Floral-Dip'-Methode (Clough und Bent, 1998) verwendet. Es wurden Ws-0, 
Col-0, ccr2 und Gccr1 transformiert, zur Samenreife gebracht und die folgenden 
Generationen auf MSHygr50 Platten selektioniert (s. Abbildung IV. 47). 
 
 
Abbildung IV. 47: Hygromycin Selektion von Ws-0 + GFP-CCR2 Pflanzen 
14 Tage alte Ws-0 + GFP-CCR2 Pflanzen auf MS-Medium mit Hygromycin50. Nur Samen aus 
erfolgreich transformierten Pflanzen sind in der Lage auf Hygromycin-haltigem Medium zu wachsen.  
 
Mit Hilfe eines Konfokalen Lasermikroskops und Western Blot Analysen wurden 
Blätter und Blüten von Gccr1 + CCR1-GFP, Ws + CCR2-GFP und ccr2 + CCR2-GFP 
T3 Pflanzen auf CCR1- bzw. CCR2-GFP Fusionsproteine hin untersucht. Allerdings 
konnte in keiner der untersuchten Linien, weder in Blättern noch in Blüten, GFP 
Fusionsproteine detektiert werden. 
4.7.2 Erstellung der CCR Myc- / Ha- Tag Konstrukte 
Alternativ zu GFP-Fusionsproteinen sollte mit Hilfe von Myc- bzw. HA- getagten CCR 
Proteinen in dieser Arbeit aufgeklärt werden, wo die CCR-Proteine lokalisiert sind. 
Mit den getagten Proteinen könnte untersucht werden, ob es sich um zytosolische 
oder Zellwand-gebundene Proteine handelt und ob CCR1 mit CCR2 interagiert.  
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Zur Herstellung der CCR Myc- bzw HA- getagten Kontrukte wurden die bei der 
Erstellung der GFP- Konstrukte (s. Kapitel 3.11.1 und 4.7.2) beschriebenen Entry 
Vektoren pDONR207+CCR1 bzw pDONR207+CCR2 (s. Abbildung III.2) verwendet. 
Mit Hilfe der Gateway®-Technologie wurde die CCR1 cDNA in den Ziel- Vektor 
pGWB17 (Mcy-Tag) und die CCR2 cDNA in den Ziel- Vektor pGWB14 (HA-Tag) 
kloniert (s. Kapitel 3.11.2). Durch die so erhaltenen Expressions- Vektoren wurden 
die CCR-Gene mit einem 4x Myc-Tag bzw. einem 3x HA-Tag fusioniert. Die 
erhaltenen Expressions - Vektoren pGWB17+CCR1 und pGWB14+CCR2 (s. 
Abbildung IV. 48) wurden durch Sequenzierung überprüft. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 48: Plasmidkarten von pGWB17, dem Myc - getagter Gateway® 
Expressionsvektor mit CCR1 cDNA und pGWB 14, dem HA - getagten Gateway® 
Expressionsvektor mit CCR2 cDNA 
In den Plasmidkarten sind die Kanamycinresistenz- (KanR), Hygromycinresistenz- (HygrR) und CCR-
Gene eingezeichnet. Außerdem sind die Positionen der Tags (Myc und HA), sowie die genauen 
Positionen der Restriktionsenzyme Hind III und Sac I angegeben. Weiterhin sind die Positionen der 
Promotoren (CaMV 35S) und der Terminatoren (Nos-T) verzeichnet. attB1 und attB2 sind 
Rekombinationsstellen zwischen die das jeweilige CCR-Gen kloniert wurden. 
 
Anschließend wurden die überprüften Konstrukte in den Agrobakterien-Stamm 
GV3101 transformiert und Col-0 wurde mit pGWB17+CCR1, sowie Ws-0 und ccr2 
mit pGWB14+CCR2 transformiert, zur Samenreife gebracht und die folgenden 
Generationen auf MSHygr50 Platten ausgesät und selektioniert. 
Aus Blättern von T3 Pflanzen wurden Proteine exrahiert und zum Nachweis der 
getagten Proteine in Westernblots, mit Anti-Myc bzw. Anti-HA Antikörpern eingesetzt. 
Nos - T 
pGWB17+CCR1 
18.000 bp 
CCR1 
KanR 
4x Myc 
HygrR
CaMV 35S 
attB1 attB2 
Sac I 
Xho I 
Hind III 
Hind III 
pGWB14+CCR2 
18.000 bp 
CCR2 
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3x HA 
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Sac I 
Hind III 
Hind III 
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Leider konnten keine getagten Proteine mit Hilfe von Western-Blot-Analysen 
nachgewiesen werden. 
4.7.3 Erstellung der CCR Überexpressions- Konstrukte 
Zur Komplementation der ccr Mutanten und zur Überexpression der CCR-Gene in 
Wildtyp-Pflanzen wurden CCR Überexpressions- Konstrukte erstellt.  
Für die Erstellung der CCR Überexpressions-Linien wurden die bereits 
beschriebenen Entry Klone pDONR207+CCR1 und pDONR207+CCR2 verwendet (s. 
Kapitel 4.7.1 und Abbildung III.2). Mittels Gateway®-Technologie konnten die CCR-
Gene in den Ziel- Vektor pGWB2 kloniert werden (s. Kapitel 3.11.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 49: Plasmidkarten der Gateway® Überexpressionsvektor pGWB2 mit cDNAs von 
CCR1 bzw. CCR2 
In den Plasmidkarten sind die Kanamycinresistenz- (KanR), Hygromycinresistenz- (HygrR) und CCR-
Gene eingezeichnet. Außerdem sind die genauen Positionen der Restriktionsenzyme Hind III und 
Sac I angegeben, sowie die Positionen der Promotoren (CaMV 35S) und der Terminatoren (Nos-T). 
attB1 und attB2 sind Rekombinationsstellen zwischen die das jeweilige CCR-Gen kloniert wurden. 
 
Die so erhaltenen CCR1- und CCR2-Überexpressionsvektoren (s. Abbildung IV. 49) 
wurden anschließend durch Sequenzieren mit CCR1- bzw. CCR2-genspezifischen 
Primern überprüft und danach in Agrobakterien des Stamms GV3101 gebracht. Die 
anschließend zur Transformation von Col-0, Gccr1, ccr2 und Ws-0 Pflanzen mit der 
'Floral-Dip'-Methode verwendet wurden. 
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CCR1 
Kan R 
Hygr R
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attB2 
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Hind III 
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4.8 Komplementation der ccr Mutanten mit CCR-verwandten 
 Genen 
Durch eine Komplementation der ccr Mutanten mit CCR-verwandten Genen sollte 
überprüft werden ob eine ähnliche Sequenz auch eine ähnliche Funktion bewirkt und 
ob CCR-ähnliche Proteine in der Lage sind, deren Funktion in den jeweiligen 
Mutanten zu übernehmen. Zur Komplementation wurden die Arabidopsis Gene 
At4g27250 und At5g19440 ausgewählt. At5g19440 ist am engsten mit den CCR-
Genen verwandt, bei At4g27250 liegt die Verwandtschaft am weitesten entfernt. 
Diese Daten wurden mit Hilfe ClustalW und einem Phylogram ermittelt (s. Abbildung 
IV. 50). 
 
 
Abbildung IV. 50: Phylogram von CCR1 (At1g15950), CCR2 (At1g80820) und CCR ähnlichen 
Genen. 
Das Phylogram wurde mit Hilfe von ClustalW ermittelt und stellt die Verwandtschaft der CCR- (CCR1: 
At1g15950, CCR2: At1g10820) und der CCR-ähnlichen Gene dar. At5g19440 zeigte die engste 
Verwandtschaft mit den CCR-Genen. Bei At4g27250 war die Verwandtschaft am weitesten entfernt. 
 
Zum Klonieren dieser Gene in den binären Vektor pCHF1 (s. Kapitel 3.11.4) wurden 
als erstes die cDNAs von At4g27250 und At5g19440 per PCR, mit genspezifischen 
Primern mit angefügten Schnittstellen für die Restriktionsenzyme Pst I und Sac I, 
amplifiziert (At4g27250: Primer 3 und 4; At5g19440: Primer 7 und 8). Im nächsten 
CCR1 
CCR2 
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Schritt wurde der Vektor pCHF1 zum einen mit dem gespaltenen und aufgereinigtem 
PCR-Produkt von At4g27250 und zum anderen mit dem von At5g19440 ligiert. Die 
Konstrukte (s. Abbildung IV. 51) wurden mit genspezifischen Primern (At4g27250: 
Primer 3 und 4; At5g19440: Primer 7 und 8) sequenziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung IV. 51:Plasmidkarte des binären Vektor pCHF1 mit At4G27250 bzw. At5g19440 cDNA 
Die Plasmidkarten geben die Positionen der Gentamycinresistenz- (GentR), Spectinomycinresistez- 
(SpecR), sowie der CCR-ähnlichen Gene At4g27250 und At5g19440 an. Weiterhin sind die Positionen 
der Promotoren (CaMV 35S) und Terminatoren (Nos-T), sowie die genauen Positionen der 
Restriktionsenzyme Pst I und Sac I verzeichnet. In Klammern sind die Positionen in bp angegeben. 
 
Danach wurden die überprüften Konstrukte in Agrobacterium tumefaciens GV3101 
gebracht. Anschließend wurden Ws-0, Col-0, ccr2, Gccr1 und Sccr1 Pflanzen über 
die Agrobakterien vermittelte 'Floral-Dip'-Methode (Clough und Bent, 1998) 
transformiert, zur Samenreife gebracht und nachfolgende Generationen auf MSGent25 
Platten selektioniert. Für Infektionsexperimente mit den 35S::Pflanzen war aber keine 
Zeit mehr. 
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V Diskussion 
5.1 Auswirkungen von Veränderungen im Ligningehalt und in der 
 Ligninzusammensetzung auf die Pathogenantwort von 
 Arabidopsis thaliana 
Ein geringerer Ligningehalt von Pflanzen kann sich positiv auf die Verwertung von 
Futterpflanzen (Cherney et al. 1990; Guo et al., 2001; Pickardt und de Kathen, 2004) 
sowie auf die Menge der zur Papierherstellung benötigten Chemikalien (Lapierre et 
al., 1999; Pilate et al., 2002, Baucher et al., 2003) auswirken. Allerdings wurde bis 
jetzt nur vereinzelt überprüft, ob es durch einen reduzierten Ligningehalt, oder eine 
veränderte Ligninzusammensetzung zu Veränderungen in der Anfälligkeit gegenüber 
Pathogenen kommt (Pilate et al., 2002, Funnell und Pedersen, 2006; Quentin et al., 
2009). Für die Anwendung transgener Pflanzen in Papier- und Futtermittelindustrie 
sowie zur Herstellung von Biokraftstoffen muss überprüft werden, ob 
Ligninveränderungen eine Auswirkung auf die Anfälligkeit gegenüber Pathogenen 
haben (Chapple et al., 2007). Im Rahmen eines bi-nationalen Projektes wurden die 
Auswirkungen von Infektionen mit Oomyceten, Bakterien sowie biotrophen und 
nekrotrophen Pilzen auf Monolignolbiosynthese Mutanten untersucht. An der 
Untersuchung nahmen mehrere Gruppen teil und auch diese Arbeit ist daraus 
hervorgegangen. 
Die Diskussion wird aufgrund der komplexen Ergebnismenge, die sich nach Analyse 
der Pathogenantworten von 11 Mutanten nach Infektionen mit 3 Pathogenen ergab, 
wie folgt strukturiert. Die Mutanten sowie die Pathogene werden in alphabetischer 
Reihenfolge abgehandelt.  
5.1.1 cad Mutanten 
Der Ligningehalt und die Ligninzusammensetzung der untersuchten cad Mutanten 
wurden vor Beginn dieser Arbeit, bzw. währenddessen im Labor von 
Kooperationspartner Dr. L. Jouanin charakterisiert.  
Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase (CAD) reduziert Zimtaldehyde in die zugehörigen 
Alkohole. In Arabidopsis thaliana sind 9 putative CAD Gene bekannt, die nach der 
Zusammensetzung ihrer Aminosäuren in 4 Klassen eingeteilt werden konnten (Raes 
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et al., 2003; Sibout et al., 2003; Eudes et al., 2006). Die hier untersuchten Mutanten 
waren in den Genen für CAD-B2 (At4g37980; Klasse II), CAD-C (At3g19450, Klasse 
I) und CAD-D (At4g34230, Klasse I) mutiert.  
Die cad-B2 Mutante, welche keine Veränderungen im Ligningehalt zeigte (Eudes et 
al., 2006), verhielt sich in den Pathogenversuchen mit dem nekrotrophen Pilz 
Alternaria brassicicola (s. Kapitel 4.1 Tabelle IV.2), dem biotrophen, pilzlichen 
Nichtwirt-Pathogen, Blumeria graminis f. sp. hordei (s. Kapitel 4.2.1 Abbildung IV.3), 
sowie dem virulenten Pseudomonas syringae DC3000 (s. Kapitel 4.3.1 Abbildung 
IV.8), wie der zugehörige Wildtyp Ws-0. Nach Infiltration mit dem avirulenten 
Pseudomonas syringae + avrRpt2 war die cad-B2 Mutante anfälliger als der Wildtyp, 
die Bakterien zeigten ein signifikant höheres Wachstum als der Wildtyp (cad-B2: 
log10 5,59 ± 0,13; Ws-0 log10 5,43 ± 0,07; s. Kapitel 4.3.1 Abbildung IV.8). Hier scheint 
somit nicht die basale oder Nichtwirt-Resistenz, sondern die rassenspezifische 
Resistenz in der Mutante beeinflusst zu sein. Obwohl die Expression von CAD-B2 
(früher ELI3-2) nach Infektion von Arabidopsis thaliana C24 Pflanzen mit dem 
Gurken-Mosaik-Virus (CMV) erhöht war (Marathe et al., 2004) und nach Verwundung 
von A. thaliana Col-0 (Cheong et al., 2002) erhöhte CAD-B2 Transkriptmengen 
gemessen wurden, vermuten Eudes et al. (2006), dass CAD-B2 nicht der 
Ligninbiosynthese zuzurechnen ist, da das zugehörige Enzym in vivo keine 
signifikante Affinität zu Coniferylaldehyd oder Sinapylaldehyd zeigte und außerdem 
die Expression von CAD-B2 in der cad-C cad-D Doppelmutante nicht zu einer 
Komplementation führte. CAD-B2 könnte möglicherweise ein Stress-responsives 
Gen sein, da wie oben beschrieben nach Pathogeninfektion und Verwundung, 
erhöhte Expression nachgewiesen werden konnte (Eudes et al., 2006).  
Ein Vergleich der von Marathe et al. und den in dieser Arbeit verwendeten 
Pathosystemen zeigt, dass in beiden Systemen die Resistenz über Resistenzgene 
vermittelt wird. RCY1 vermittelt Resistenz von Arabidopsis C24 gegen CMV und 
RPS2 gegen Pst + avrRpt2 (Marathe et al., 2004 Jones und Dangl, 2006). Somit ist 
es durchaus denkbar, dass es nach Pst avrRpt2 Infektion im Wildtyp zu einer 
erhöhten Expression von CAD-B2 kommt, und dass es, wenn CAD-B2 mutiert 
vorliegt, im Vergleich zum Wildtyp zu einer veränderten Pathogenantwort kommt. 
 
Auch cad-C Pflanzen zeigten, wie schon cad-B2 Mutanten, keine Veränderungen im 
Lignin gegenüber Ws-0. (Sibout et al., 2003). CAD-C gehört zu den Klasse I 
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Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase Genen. Eine starke Expression von CAD-C 
konnte in Blüten nachgewiesen werden, in jungen Stängeln, Wurzeln und Blätter war 
die CAD-C- Expression schwächer (Sibout et al., 2003). Das zugehörige Enzym 
CAD-C zeigte eine Affinität für Coniferylaldehyd (Kim et al., 2004).  
Die cad-C Mutante verhielt sich nach Infektion mit Alternaria brassicicola (s. Kapitel 
4.1, Tabelle 1), Bgh (Kapitel 4.3.1, Abbildung IV. 8), sowie dem virulenten und 
avirulenten Pseudomonas syringae-Stamm wie die zugehörigen Wildtyp-Pflanzen 
(Kapitel 4.2.1, Abbildung IV.3). Allerdings wurde von Kooperationspartner Dr. D. 
Roby eine erhöhte Anfälligkeit gegen Pseudomonas syringae avrPphB gefunden. 
Obwohl CAD-C wie auch CAD-D eine Rolle in der konsitutiven Lignifizierung spielt, 
war die von CAD-C weniger offensichtlich, da von Sibout et al. (2003) keine 
Ligninveränderungen in cad-C Mutenten festgestellt werden konnten. Außerdem war 
es möglich die Abwesenheit des CAD-C Proteins durch das CAD-D Protein 
auszugleichen. Diese Möglichkeit der Kompensation von CAD-C könnte eine 
mögliche Erklärung dafür sein, dass bei der cad-C Mutante in dieser Arbeit keine 
Veränderungen der Pathogenantwort beobachtet wurden, obwohl CAD-C eine 
wichtige Rolle in der Ligninbiosynthese zugeschrieben wird (Eudes et al., 2006). 
 
Der Ligningehalt der cad-D Mutante war um 10% reduziert und Sinapylaldehyd 
wurde in das Ligninpolymer eingebaut (Sibout et al., 2003). CAD-D gehört ebenso 
wie CAD-C zu den Klasse I Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase Genen. Das 
Expressionsschema von CAD-D war ähnlich wie bei CAD-C. CAD-D wurde stark in 
den Wurzeln exprimiert, etwas schwächer in jungen Stängeln und nur schwach in 
Blättern und grünen Schoten (Sibout et al., 2003). Das zugehörige Enzym CAD-D 
zeigte eine sehr hohe Affinität zu Coniferylaldehyd und eine etwas schwächere, aber 
immer noch hohe Affinität zu Sinapylaldehyd (Kim et al., 2004). Aufgrund der 
Expressionsmuster von CAD-C und CAD-D und der Affinität der zugehörigen 
Enzyme zu Coniferylaldehyd und Sinapylaldehyd schlagen Eudes et al. (2006) vor, 
dass die beiden Klasse I Cinnamoyl Alkohol Dehydrogenase Gene eine wichtige 
Rolle in der Ligninbiosynthese spielen.  
Die cad-D Mutante war nach Infektion mit Alternaria brassicicola anfälliger als der 
Wildtyp (s. Kapitel 4.1, Tabelle 1), nach der Infektion mit Blumeria zeigte sie ebenso 
wenige Haustorien wie der Wildtyp (Kapitel 4.3.1, Abbildung IV. 8). Nach der Re-
Isolation der avirulenten Pseudomonaden waren keine signifikanten Unterschiede 
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zwischen Mutante und Wildtyp sichtbar, allerdings war die cad-D Mutante nach Re-
Isolation der virulenten Pseudomonaden resistenter gegenüber den Bakterien, die in 
der Mutante schlechter wuchsen als im Wildtyp (cad-D: log10 6,16 ± 0,1; Ws-0: log10 
6,43 ± 0,15; s. Kapitel 4.2.1, Abbildung IV.3). In der cad-D Mutante war also nur die 
Resistenz gegenüber Alternaria negativ beeinflusst, außerdem war sie nach 
Infiltration mit Pst DC3000 resistenter als der Wildtyp.  
Nach Infektion mit biotrophen Pathogenen wie Pseudomonas syringae wird in 
Arabidopsis die Salizylsäure (SA)-vermittelte basale Abwehr induziert (Glazebrook, 
2001; Thomma et al., 2001) wohingegen nekrotrophe Pathogene, wie Alternaria 
brassicicola Jasmonsäure (JA) / Ethylen (ET) -vermittelten Abwehrreaktion auslösen 
(Thomma et al., 2001; Kazan und Manners, 2008). Wird die basale Abwehr etwa 
durch schnellere oder konstitutive Salizylsäure-Akkumulation, verstärkt, kann das 
bakterielle Wachstum in der Pflanze schneller gehemmt werden (Petersen et al. 
2000). Allerdings haben hohe Salizylsäure-Level einen weiteren Effekt zur Folge, die 
Pflanze wird anfälliger für nekrotrophe Pathogene wie zum Beispiel A. brassicicola 
(Brodersen et al. 2006). Dieser "cross-talk" zwischen der Salizylsäure-vermittelten 
basalen Abwehr und der Jasmonsäure (JA) / Ethylen (ET) -vermittelten Abwehr 
gegen nekrotrophe Pathogene konnte von verschiedenen Gruppen gezeigt werden 
(Beckers und Spoel, 2005; Glazebrook, 2005; Koorneef und Pieterse, 2008). So war 
die mpk4 Mutante, welche konstitutiv erhöhte Salizylsäure-Level aufwies, resistenter 
gegen den virulenten Pseudomonas Stamm DC3000 (Petersen et al. 2000) und 
aufgrund der unterdrückten JA / ET-abhängigen Abwehr, anfälliger gegen A. 
brassicicola (Brodersen et al. 2006). 
Ähnliche Ergebnisse konnte bei gleichzeitiger Infektion von A. thaliana mit Pst 
DC3000 und A. brassicicola gezeigt werden. Salizylsäure, welche nach Infektion mit 
dem virulenten Pseudomonas Stamm akkumuliert wurde, wirkte sich negativ auf die 
JA / ET-abhängige Abwehr gegen Alternaria aus, sodass der Pilz besser auf den 
Blättern wachsen konnte (Spoel et al., 2007). 
Die Mutation von CAD-D hat möglicherweise ebenfalls Auswirkungen auf die basale 
Abwehr der cad-D Mutante. Auch hier konnte wie oben beschreiben eine erhöhte 
Resistenz gegen virulente Pseudomonaden und eine erhöhte Anfälligkeit gegen A. 
brassicicola beobachtet werden. 
Die Unterschiede in den Pathogenantworten von cad-C und cad-D, liegen 
möglicherweise darin begründet, dass zwar CAD-C, im Falle einer Mutation, durch 
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CAD-D ersetzt werden kann, dies aber nicht im umgekehrten Falle gilt (Sibout et al., 
2003), und somit die CAD-D Mutation schwerwiegender ist als die von CAD-C. 
 
Die von Sibout et al. (2005) beschriebene cad-C cad-D Doppelmutate zeigte einen 
drastischen Ligninphänotyp, der Ligningehalt war um 40% reduziert, außerdem 
wurden die Monolignolvorstufen Sinapylaldehyd und Coniferylaldehyd ins Lignin 
eingebaut. Es konnte in Transkriptionsanalysen im Vergleich mit dem Wildtyp gezeigt 
werden, dass in der Doppelmutante, einerseits die Expression von CAD-C und CAD-
D drastisch niedriger war, andererseits aber die Expression von CAD1 und CAD-G 2- 
bzw., 5,5-fach erhöht war. Das deutet darauf hin, dass auch CAD1 und CAD-G 
neben CAD-C und CAD-D einen geringen Beitrag zur Ligninbiosynthese leisten 
könnten. Zum anderen wurden Gene für Laccasen, Peroxidasen und 
Arabinogalaktan Proteine im Vergleich zum Wildtyp weniger stark exprimiert. 
Außerdem war die Transkriptmenge der ACC Oxidase (1-Aminocycopropan-1-
Carbonsäure Oxidase) Gens im Vergleich zum Wildtyp zweifach erhöht (Sibout et al., 
2005). ACC spielt eine Rolle in der Ethylenbiosynthese, sie wandelt ACC in Ethylen 
um (Ecker, 1995). Möglicherweise hat die erhöhte ACC Oxidase Expression eine 
Erhöhung des Ethylen-Levels der cad-C Cad-D Doppelmuante zur Folge. 
 
Die cad-C cad-D Doppelmutante zeigte nach der Behandlung mit A. brassicicola 
mehr Chlorosen und Nekrosen als der Wildtyp Ws-0 (s. Kapitel 4.1, Abbildung IV. 1 
und 2), was als erhöhte Anfälligkeit gedeutet werden kann. Weiterhin konnten nach 
der Bgh Infektion eine signifikant erhöhte Anzahl an Haustorien beobachtet werden 
(cad-C cad-D: 7 ± 1,41; Ws-0: 2,5 ± 0,71; Kapitel 4.3.1, Abbildung IV. 8). Bei der Re-
Isolation mit den avirulenten Pseudomonaden konnte ein signifikant erhöhtes 
Wachstum (cad-C cad-D: log10 5,68 ± 0,03; Ws-0: log10 6,43 ± 0,15; Kapitel 4.2.1, 
Abbildung IV.3) verglichen mit dem Wildtyp festgestellt werden, nach Infektion der 
cad-C cad-D Doppelmutante mit dem virulenten Stamm Pst DC3000 wurde hingegen 
kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp im bakteriellen Wachstum beobachtet 
(Kapitel 4.2.1, Abbildung IV.3). Es zeigte sich also, dass der drastische 
Ligninphänotyp der cad-C cad-D Doppelmutante mit einer erhöhten Anfälligkeit 
gegenüber Pathogenen einherging, da bei der Abwehr, sowohl die basale und die 
rassenspezifische Resistenz, als auch die Nichtwirt-Resistenz beeinträchtigt war. In 
vorangegangenen Untersuchungen deutete vieles daraufhin, dass der 
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Zellwandphänotyp der cad-C cad-D Doppelmutante noch über die gezeigte 
Ligninreduktion hin verändert ist. Es konnten zusätzlich veränderte 
Transkripthäufigkeiten für Gene von Zellulose Synthetasen, Arabinogalaktane, 
Pektinaldeydesterasen und Glycinreichen Proteinen gezeigt werden (Sibout et al., 
2005). So ist es denkbar, dass durch die Gesamtheit der Zellwandveränderungen, 
Eigenschaften der Zellwand, welche zur Ausbildung der rassenspezifischen bzw. 
Nichtwirt-Resistenz benötigt werden, nicht mehr in einem ausreichendem Maße zur 
Verfügung stehen, um eine Resistenz zu gewährleisten. 
5.1.2 ccr Mutanten 
Cinnamoyl-CoA Reduktasen sind verantwortlich für die Umsetzung der Cinnamoyl-
CoA Ester in die zugehörigen Zimtaldehyde (Lauvergeat et al. 2001). Die in dieser 
Arbeit verwendeten Mutanten hatten Mutationen in den Genen für CCR1 
(At1g15950) und CCR2 (At1g80820). Neben den hier untersuchten CCR-Genen 
wurden 5 CCR-ähnlich Gene entdeckt (Raes et al., 2003). 
Veränderungen im Ligningehalt und der Ligninzusammensetzung der ccr Mutanten 
wurden zum Teil in dieser Arbeit sowie von den französischen Kooperationspartnern 
ermittelt. Die ccr1 Linie aus der GABI-KAT Mutantensammlung (Gccr1) zeigte in den 
Untersuchungen von Derikvand et al. (2008) einen zwischen 25 bis 35% reduzierten 
Ligningehalt. In dieser Arbeit konnte eine Reduktion im Ligningehalt um 42% gezeigt 
werden. Außerdem konnten Derikvand et al. (2008), eine veränderte 
Ligninzusammensetzung der Gccr1 Mutante beobachten. Es wurde Ferulasäure ins 
Ligninpolymer eingebaut. Schwankungen in der Ligninreduktion aus Untersuchungen 
von Derikvand et al. (2008) und dieser Arbeit lassen sich auf unterschiedliche 
Wachstumsbedingungen zurückzuführen.  
Weiterhin war bekannt, dass CCR1 eine Rolle in der konstitutiven Ligninbiosynthese 
spielt (Lauvergeat et al. 2001). Die konstitutive Ligninbiosynthese bezeichnet die 
Ligninbiosynthese, die in Pflanzen ungeachtet von äußeren Einflüssen wie z.B. 
Pathogeninfektionen stattfindet und steht im Gegensatz zu der Ligninbiosynthese, 
die nach Pathogeninfektion zur Resistenz führen kann (Lauvergeat et al. 2001 und 
Goujon et al, 2003c). CCR1 wurde stark in Stängeln und schwächer in Blüten und 
Blättern exprimiert (Lauvergeat et al. 2001).  
Die Gccr1 Linie war zudem kleiner als der Wildtyp (s. Abbildung IV. 32, Derikvand et 
al., 2008) und zeigte zusätzlich eine verzögerte Alterung (Derikvand et al., 2008), 
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außerdem wurde in der Gccr1 Mutante neben den üblichen löslichen Phenolen auch 
Feruloylmalat detektiert. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass das verringerte 
Wachstum auf Veränderungen in anderen Zweigen des Phenylpropanoid-
Stoffwechselweges (Abdulrazzak et al., 2006; Besseau et al., 2007; Derikvand et al., 
2008) zurückgeht. Als mögliche Kompensation für den Verlust der CCR1 Expression, 
wurde CCR2 in der Gccr1 Mutante verstärkt exprimiert. Allerdings konnte trotz der 
erhöhten CCR2 Expression die Reduktion im Ligningehalt nicht verhindert werden 
(Derikvand et al., 2008).  
Die Gccr1 Mutante verhielt sich nach Alternaria brassicicola Infektion wie der 
zugehörige Wildtyp Ws-0 (s. Tabelle 1). Nach einer Infektion mit Blumeria graminis 
konnte eine signifikant höhere Ausbildung an Haustorien (Gccr1: 13 ± 2,83; Col-0: 2 
± 0) und eine signifikant verringerte Ausbildung von Appressorien und Papillen 
beobachtet werden (Gccr1: 77 ± 5,3; Col-0: 92,3 ± 4,5; s. Abbildung IV. 4A). 
Außerdem war die Gccr1 Mutante anfälliger für die avirulenten und virulenten 
Pseudomonaden. Sie zeigten ein signifikant höheres Wachstum als im Wildtyp 
Columbia (Pst + avrRpt2: Gccr1: log10 4,24 ± 0,09; Col-0: log10 3,44 ± 0,21; Pst 
DC3000: Gccr1: log10 5,57 ± 0,09; Col-0: log10 4,55 ± 0,13; s. Abbildung IV. 9). In der 
Gccr1 Mutante wurde also die Nichtwirt-Resistenz gegen Blumeria graminis, sowie 
die rassenspezifische Resistenz gegen Pst + avrRpt2 und die basale Resistenz 
gegen den virulenten Pseudomonas Stamm beeinträchtigt. 
In der ccr1 Mutante aus der Salk Mutantensammlung (Sccr1) war der Ligningehalt 
um 25 bis 35% reduziert und es wurde, wie in Gccr1, Ferulasäure in das 
Ligninpolymer eingebaut (Derikvand et al., 2008).  
Die Sccr1 Mutante zeigte die gleichen Reaktionen wie der Wildtyp nach Infektion mit 
Alternaria brassicicola (s. Tabelle 1) und nach Infiltration mit avirulenten und 
virulenten Pseudomonaden (s. Abbildung IV. 9). Allein nach Blumeria graminis 
Infektion konnten in der Sccr1 Mutante signifikant mehr Haustorien beobachtet 
werden als im Wildtyp Columbia (Sccr1: 4 ± 0; Col-0: 2 ± 0; s. Abbildung IV. 4A). 
Somit war in der Sccr1 Mutante nur die Nichtwirt-Resistenz durch die Mutation 
beeinflusst. Der auffällige Unterschied zwischen der Pathogenantwort der Gccr1 und 
der Sccr1 Mutante könnte evtl. an der Position der T-DNA Insertionen liegen. Die T-
DNA Insertion in der Gccr1 Mutante liegt im zweiten Intron, die der Sccr1 Mutante im 
vierten Intron. Möglicherweise kann in der Sccr1 Linie eine fast intakte RNA 
synthetisiert werden, allerdings in reduziertem Ausmaß, so dass der Einfluss der T-
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DNA Insertion nur gering ist. Allerdings konnten Derikvand et al. (2008) auch für 
diese Mutante einen um 25-35% reduzierten Ligningehalt feststellen. Leider liegen 
bis jetzt keine Werte zur CCR-Aktivität in beiden ccr1 Mutanten vor. 
In der Antisense ccr1 Line (Asccr1) wurde die komplette CCR cDNA in 
Antisenseorientierung unter der Kontrolle des starken, konstitutiven 35S CaMV 
Promotor exprimiert. Als Folge wurden ein 40 bis 50% reduzierter Ligningehalt 
festgestellt, außerdem wurde auch hier Ferulasäure ins Polymer eingebaut (Goujon 
et al., 2003a). In einem Enzymtest zeigte die Asccr1 Linie nur etwa 20% der CCR-
Enzymaktivität des Wildtyps, die geringe Enzymaktivität war mit der Ligninreduktion 
gekoppelt (Goujon et al., 2003a) Die verbleibende Enzymaktivität führen Goujon und 
Mitarbeiter (2003a) auf die Aktivität von CCR-ähnlichen Enzymen zurück.  
Die Asccr1 Linie war anfälliger als der Wildtyp Ws-0 für Alternaria brassicicola (s. 
Tabelle 1), Blumeria graminis (Asccr1: 10,67 ± 1,15; Ws-0: 1 ± 1,73; s. Abbildung IV. 
9), sowie für den avirulenten und den virulenten Pseudomonas-Stamm (Pst + 
avrRpt2: Asccr1 log10 4,83 ± 0,11; Ws-0: log10 3,96 ± 0,11; Pst DC3000: Asccr1: log10 
5,99 ± 0,14; Ws-0: log10 5,28 ± 0,03; s. Abbildung IV. 4B). Die Asccr1 Linie war also 
in der Nichtwirt-Resistenz gegen Blumeria beeinflusst, außerdem waren die 
rassenspezifische Abwehr gegen Pst + avrRpt2 und die basale Resistenz (A. 
brassicicola und Pst DC3000) gestört. Die in dieser Arbeit beobachtete Anfälligkeit 
für jedes getestete Pathogen könnte eine Folge des reduzierten Ligningehalts und 
der veränderten Ligninzusammensetzung sein. Der Vergleich der Asccr1 Linie mit 
der cad-C cad-D Doppelmutante, deren Ligningehalt ebenfalls um 40% reduziert ist 
und eine veränderte Ligninzusammensetzung aufwies, zeigte, dass sich die 
Mutanten nur in der Pathogenantwort nach Infiltration mit dem virulenten 
Pseudomonas DC3000 Stamm unterschieden. 
Der Ligninphänotyp der ccr2 Mutante zeigt keine Veränderungen zu der 
Ligninzusammensetzung und dem Ligningehalt im Wildtyp (persönliche Mitteilung, 
Dr. L. Jouanin). CCR2 scheint bei der konstitutiven Ligninbiosynthese keine Rolle zu 
spielen, sondern eher nach Pathogeninfektion induziert zu werden (Lauvergeat et al. 
2001). Allerdings konnten Zhao et al. (2005) für CCR2 eine Beteiligung bei 
Lignifizierung der sekundären Zellwand im Xylem nachweisen.  
Die ccr2 Mutante zeigte nach Alternaria brassicicola Infektion den gleichen Phänotyp 
wie der Wildtyp Ws-0 (s. Tabelle 1). Nach der Infektion mit Blumeria konnten 
signifikant mehr Haustorien beobachtet werden als in der Wildtyp-Kontrolle (ccr2: 
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9,67 ± 1,15; Ws-0: 1 ± 1,73; s. Abbildung IV. 9), und in den Re-Isolationsversuchen 
war die ccr2 Mutante signifikant anfälliger für den avirulenten Pseudomonas-Stamm 
(Pst + avrRpt2: ccr2: log10 5,31 ± 0,14; Ws-0: log10 4,6 ± 0,13). Nach Infiltration der 
virulenten Pseudomonaden zeigte sich im bakteriellen Wachstum kein Unterschied 
im Vergleich zum Wildtyp (s. Abbildung IV. 4B). 
Bemerkenswert ist, dass alle getesteten ccr Mutanten signifikant anfälliger für 
Blumeria graminis f. sp. hordei waren. In jeder dieser Mutanten war die 
Penetrationsrate und Haustorienbildung höher als im jeweils zugehörigen Wildtyp. In 
allen ccr Mutanten war die Nichtwirt-Resistenz gegenüber Bgh stark beeinträchtigt.  
5.1.3 f5h Mutante 
Ferulat 5-Hydroxylase (F5H) katalysiert die Umsetzung von Ferulat zu 5-
Hydroxyferulat (Grand, 1984) ist aber auch, wie später gezeigt werden konnte in der 
Lage Coniferylaldehyd und Coniferyl Alkohol als Substrate umzusetzen (Humphreys 
et al., 1999). In Arabidopsis thaliana wurden zwei F5H-Gene gefunden (Raes et al., 
2003). 
Die f5h1 Mutante zeigte keine Veränderungen im Ligningehalt, aber in der 
Ligninzusammensetzung. Es wurde nur Guaiacyl Lignin gefunden aber kein Syringyl 
Lignin (persönliche Mitteilung, Dr. L. Jouanin). Diese Auswirkungen auf die 
Ligninzusammensetzung konnten auch bei der fah1-2 Mutante (Chapple et al., 1992; 
Meyer et al., 1996; Meyer et al., 1998; Jung et al., 1999; Marita et al., 1999) 
gefunden werden. Beide Mutanten sind im gleichen Arabidopsis thaliana Gen für die 
F5H (At4g36220) mutiert, f5h1 wurde im Ws-0 Hintergrund erstellt, fah1-2 im 
Columbia Hintergrund. Ruegger und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, dass F5H in 
Col-0 stark in jungen Blättern, 10 Tage alten Keimlingen, Wurzeln und Stängeln 
exprimiert wurde. Geringere Transkriptakkumulationen konnten in Schoten und 
Blüten beobachtet werden und sehr geringe F5H-Expression nur in vollentwickelten 
Blättern (Ruegger et al., 1999). 2009 konnte von Minic et al. gezeigt werden, dass 
F5H während der gesamten Entwickung des Stängels exprimiert wird (Minic et al., 
2009). Außerdem konnten Kim et al. (2006) eine Induktion von F5H in Camptotheca 
acuminata nach Verwundung zeigen und, dass diese Expression durch den 
Jasmonsäure-vermittelten Weg kontrolliert wird.  
 V Diskussion 
 152 
Man kann also zusammenfassend sagen, dass F5H sowohl gewebs- und 
entwicklungsspezifisch als auch über den JA-abgängigen Weg reguliert wird 
(Ruegger et al., 1999; Kim et al., 2006; Minic et al., 2009). 
Die f5h1 Mutante war in der hier vorliegenden Arbeit anfälliger als der Wildtyp für den 
nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola (s. Tabelle 1), außerdem zeigte sich nach 
Infiltration mit dem virulenten und dem avirulenten Pseudomonas-Stamm ein 
signifikant stärkeres bakterielles Wachstum in der Mutante als im Wildtyp (Pst + 
avrRpt2: f5h1: log10 4,83 ± 0,04; Col-0: log10 3,4 ± 0,11; Pst DC3000: f5h1: log10 6,1 ± 
0,34; Col-0: log10 5,3 ± 0,3; s. Abbildung IV. 5). Lediglich nach Infektion mit Blumeria 
graminis konnten keine Unterschiede in der Pathogenantwort zum Wildtyp 
beobachten werden (s. Abbildung IV. 10). Somit waren die basale und die 
rassenspezifische Resistenz in der f5h Mutante verändert. Die erhöhte Anfälligkeit 
der Mutante für A. brassicicola könnte mit der beschriebenen JA-abhängigen 
Induktion von F5H zusammenhängen, da auch nach Alternaria Infektion die 
Jasmonsäure-vermittelte Pflanzenabwehr eingeschaltet wird. Fehlt nun f5h, ein durch 
JA-induziertes Gen, könnte es zur erhöhten Anfälligkeit gegenüber Alternaria 
brassicicola kommen. 
5.1.4 omt Mutanten 
In dieser Arbeit wurden zwei omt Mutanten untersucht, comt1 und ccomt1, sie tragen 
Mutationen in den COMT (At5g54160) und CCoAOMT (At4g34050) Genen. In 
Arabidopsis thaliana kommen 6 weiter CCoAOMT-Gene, sowie 13 COMT-ähnliche 
Gene vor (Raes et al., 2003).  
COMT ist eine 5-Hydroxyconiferaldehyd O-Metyltransferase und verantwortlich für 
die C5 O-Methylierungen (Osakabe et al., 1999), CCoAOMT ist eine Caffeoyl 
Coenzym A (CoA) O-Methyltransferase, die für die C3 O-Methylierungen in der 
Monolignolbiosynthese verantwortlich ist (Zhong et al., 1998; Paravathi et al., 2001; 
Ye et al., 2001). Übereinstimmend mit der vorgeschlagenen Reaktion konnte in der 
comt1 Mutante kein S- Lignin gefunden werden, dafür wurde mehr 5-OH-G als im 
Wildtyp gefunden (Goujon et al., 2003b). Die COMT-Expression wurde mittels 
Promotor-GUS Linien überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass COMT in 3 Tage 
alten Keimlingen konstitutiv, also in der ganzen Pflanze, exprimiert wird, in älteren 
Keimlingen aber nur noch im vaskulärem Gewebe der Wurzeln, Kotyledonen und 
Blättern. In jungen Blättern konnte eine COMT-Expression in der Blattspreite und in 
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älteren Blättern im vaskulären Gewebe nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde 
eine COMT-Expression in Stängeln, speziell im Xylem und Phloem, beobachtet. In 
Blüten wurde COMT nur in den Venen der Kelchblätter exprimiert. In den Schoten 
beschränkte sich die Expression nur auf die lignifizierten Extremitäten (Goujon et al., 
2003b). Weiter wurden von Goujon Untersuchungen zur OMT-Aktivität in der comt1 
Mutanten und im Wildtyp durchgeführt. Hier zeigte sich, dass die OMT-Aktivität in der 
Mutante für die bevorzugten Substrate 5-OH-Coniferylalkohol und 5-OH 
Coniferylaldehyd im Vergleich zum Wildtyp auf 17% bzw. 15% reduziert war 
(Osakabe et al. 1999; Li et al., 2000, Paravathi et al., 2001). Ähnliches konnte auch 
für Kaffeesäure beobachtet werden. Hier war die OMT-Aktivität auf 7% reduziert. Die 
Restaktivität des Enzyms kann somit die geringen Mengen an S- Lignin erklären, die 
in der Mutante gefunden wurden. 
In der hier vorliegenden Arbeit war die comt1 Mutante anfälliger als der zugehörige 
Wildtyp Ws-0 nach Infektion mit dem nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola (s. 
Tabelle 2). In comt1 Mutanten konnten nach Bgh Infektion eine signifikant höhere 
Anzahl an Haustorien im Vergleich zum Wildtyp Ws-0 gefunden werden (comt1: 6,34 
± 1,53; Ws-0: 2,5 ± 0,71; s. Abbildung IV. 11). Nach Infiltration mit Pst + avrRpt2 war 
das bakterielle Wachstum in den Mutanten erhöht und diese waren anfälliger (comt1: 
log10 4,78 ± 0,14; Ws-0: log10 4,61 ± 0,01). Nach Infiltration mit dem virulenten Pst 
DC3000 hingegen wurde kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp festgestellt (s. 
Abbildung IV. 6).  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die comt1 Mutante in der Resistenz 
gegen Alternaria beeinträchtigt ist. Zusätzlich beeinflusst die Mutation die 
rassenspezifische Resistenz gegen Pst + avrRpt2. Möglicherweise spielen hier 
Faktoren eine Rolle, die eine Folge des veränderten Ligninpolymers sind, da in der 
Mutante kaum Syringyl-Lignin zu finden war, dafür aber 5-OH-Coniferylalkohol mit in 
das Lignin eingebaut wurde. 
Die ccomt1 Mutante hat einen um 26% verringerten Ligningehalt, es wurde mehr S- 
und weniger G- Lignin gebildet, wodurch das S/G- Verhältnis erhöht war. Außerdem 
wurden mehr 5-Hydroxy-Coniferylalkohol Einheiten (5-OH-G) ins Lignin eingebaut als 
beim Wildtyp Columbia (Do et al., 2007). In Wildtyp-Pflanzen wurde CCoAOMT in 
allen Pflanzenteilen exprimiert. Das CCoAOMT-Protein konnte per Western Blot in 
allen Organen des Wildtyps nachgewiesen werden, wobei die Akkumulation in 
Blättern schwächer war als in Stängeln. Hier wurde durch Immunolokalisation 
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gezeigt, dass CCoAOMT nur im Xylem und den interfasciculären Fasern zu finden 
war. Weiterhin wurde auch in dieser Mutante die gewebsspezifische Expression von 
CCoAOMT in Promotor-GUS Linien untersucht. In Keimlingen wurde eine konstitutive 
Expression beobachtet, die später in Blättern und Blüten auf das vaskuläre Gewebe 
beschränkt war. (Do et al., 2007). Paravathi und Mitarbeiter ermittelten 2001 die 
bevorzugten Substrate von CCoAOMT. Das Enzym zeigte die höchste Aktivität wenn 
Caffeoyl CoA und Caffeoyl Alkohol als Substrate eingesetzt wurden (Paravathi et al., 
2001).  
Die ccomt1 Mutante war in den hier durchgeführten Infektionsversuchen anfälliger für 
Alternaria brassicicola (s. Tabelle 1), Blumeria graminis (ccomt1: 11 ± 1,0; Col-0: 
2,34 ± 3,21; s. Abbildung IV. 11) und für den virulenten Pseudomonas-Stamm 
DC3000 (ccom1t log10 5,45 ± 0,06; Col-0: log10 4,55 ± 0,13). Nach Infiltration von Pst 
+ avrRpt2 konnte kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp Columbia festgestellt 
werden (a. Abbildung IV. 6). Somit wurde in der ccomt1 Mutante sowohl die 
Resistenz gegen Alternaria, als auch die Nichtwirt-Resistenz gegen Blumeria 
graminis beeinflusst, sodass hier erhöhte Anfälligkeiten auftraten. Außerdem wurde 
die basale Resistenz nach Infiltration des virulenten Pseudomonas-Stammes durch 
die Mutation beeinträchtigt. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Pathogenversuche zeigten eher gegensätzliche 
Pathogenphänotypen bei den verwendeten comt1 und ccomt1 Mutanten. Dies 
könnte möglicherweise eine Folge der ungleichen Veränderungen im Ligningehalt 
und der Ligninzusammensetzung sein während bei der ccomt1 Mutante der 
Ligningehalt reduziert war, zeigte die comt1 Mutente nur eine veränderte 
Ligninzusammensetzung. Zusätzlich zu den oben genannten Veränderungen 
konnten Quentin et al. (2009) Veränderungen im Phenylpropanoid-Pool der comt1 
Mutante zeigen. Ähnliche Veränderungen sind auch in der ccomt1 denkbar und 
haben möglicherweise Auswirkungen auf die Abwehrmechanismen der Mutanten 
nach einem Pathogenangriff. 
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5.1.5 Zusammenfassende Darstellung der Zusammenhänge von 
 Veränderungen in Ligninzusammensetzung und -gehalt sowie der 
 Anfälligkeit gegen Pathogene 
Es ist schwierig, eine Verbindung zwischen den Ergebnissen der Pathogenversuche 
und den Veränderungen in Ligningehalt und -zusammensetzung herzustellen.  
Eine Gemeinsamkeit aller Mutanten, in denen ein erhöhtes Verhältnis von S- zu G- 
Lignin gefunden wurde, war, dass nach Blumeria graminis Infektion mehr Haustorien 
beobachtet wurden. Hierzu zählen die Antisense ccr1 Linie, die Gabi und SALK ccr1 
Mutanten, sowie die comt1 und die ccomt1 Mutante. Eine Verschiebung des 
Verhältnisses von S- und G- Lignin hin zu mehr Syringyl-Lignin im Ligninmonomer 
scheint die Zellwandeigenschaften hinsichtlich der Nichtwirt-Resistenz gegenüber 
Blumeria graminis negativ zu beeinflussen. Anscheinend wird dadurch das 
Eindringen des Pathogens in die Zelle, durch Ausübung von Druck und 
enzymatischen Abbau (Pryce-Jones et al., 1999) begünstigt. Weiterhin waren cad-
C cad-D und ccr2 anfälliger nach Bgh Infektion und zeigten ebenfalls vermehrt 
Haustorienbildung. Dies könnte bei der cad-C cad-D Doppelmutante in der starken 
Ligninreduktion (-40%) begründet sein. Möglicherweise wird dadurch die 
Zellwandzusammensetzung verändert, sodass der Pilz bessere Chancen zur 
Penetration und Etablierung von Haustorien hat. Die ccr2 Mutante zeigte keinerlei 
Veränderungen im Ligninpolymer, daher kann auch hier nur spekuliert werden warum 
die ccr2 Mutante anfälliger für den Nichtwirt Blumeria graminis ist. So wäre es 
denkbar, dass sich der Ligninphänotyp der ccr2 Mutante erst nach Pathogeninfektion 
zeigt, da das CCR2 Gen als pathogeninduzierbar, beschrieben wurde (Lauvergeat et 
al. 2001). So bleiben mögliche Ligninveränderungen ohne vorherige Infektion der 
Pflanze unsichtbar.  
Weiterhin wäre es auch denkbar, dass es in allen untersuchten Mutanten zu 
Veränderungen im Pool der löslichen Phenylpropanoide kommt. Quentin et al. (2009) 
konnten zeigen, dass in der comt1 Mutante vermehrt Sinapoylmalat, und 
Hydroxyferuloylmalat, welches in Wildtyppflanzen gar nicht vorkommt, gebildet 
werden. Daher wäre es zukünftig sicher interessant die Zusammenhänge zwischen 
Veränderungen im Phenylpropanoid-Pool, durch detaillierte qualitative und 
quantitative Analysen der löslichen Phenylpropanoide, und der veränderten 
Pathogenantwort, der hier untersuchten Mutanten zu ergründen. 
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In Bgh-resistenten Gerste mlo-5 Pflanzen, spielt Hordatin, ein aus p-Coumaroyl CoA 
und Agmatin entstandenes Hydroxyzimtsäure Amid, eine wichtige Rolle. Von 
Röpenack et al. (1998) zeigten, dass die Papillen resistenter Gerstekultivare mehr 
Hordatin aufwiesen, als die von anfälligen Gerstekultivaren. Weitere 
Hyxdoxyzimtsäure Amide wurden auch in Tabak (Fleurence und Negrel, 1989; 
Villegas et al., 1990; Negrel und Javelle, 1995) und Kartoffeln (Hohlfeld et al., 1995 
und 1996; Keller et al., 1996; Schmidt et al., 1999) nach Pathogeninfektion bzw. nach 
Elicitorzugabe gefunden. Dabei spielten besonders Feruloyl- und Cumaroyltyramin 
eine wichtige Rolle. Sie wurden nach Pathogeninfektionen in die Zellwand eingebaut 
(Keller et al., 1996). Feruloyltyramine wurden bei CAD- und CCR-Antisense 
Tabakpflanzen ins Ligninpolymer eingebaut (Ralph et al., 1998). Wenn dies auch in 
Arabidopsis der Fall wäre, stünden somit weniger Tyramine zur Verfügung um diese, 
im Fall einer Blumeria Infektion, in die Papillen einzubauen. Da bisher in Arabidopsis 
keine Hydroxyzimtsäure Tyramine bekannt sind, ist diese Vermutung rein spekulativ. 
Fundierter dagegen ist die Annahme, dass neben Kallose auch Lignin und 
Monolignole in Papillen von Gerste eingebaut werden (Von Röpenack et al., 1998). 
Wenn in Arabidopsis Papillen, ähnlich wie bei Gerste, Lignin und Monolignole zur 
Zellwandverdickung eingebaut werden und diese durch eine Mutation in geringerem 
Maße gebildet werden oder zur Verfügung stehen, könnte das die Anfälligkeit der 
meisten Mutanten erklären. 
Weiterhin fiel auf, dass nach Infiltration mit virulenten und avirulenten 
Pseudomonaden häufiger die rassenspezifische als die basale, Resistenz beeinflusst 
war. Lee et al. (2001) konnten zeigen, dass in Col-0 nach Pseudomonas syringae pv. 
maculicola 4326 (Psm 4326) + avrRpt2 Infiltration die Lignifizierung um die 
Infektionsstelle herum schneller induziert wurde, als nach Infiltration mit dem 
virulenten Stamm. Durch Anwendung dieser Beobachtungen auf die in dieser Arbeit 
verwendeten Stämme Pst DC3000 und Pst + avrRpt2, ist es möglich die vermehrt 
auftretende Anfälligkeit der Monolignolbiosynthese Mutanten nach Infiltration mit dem 
avirulenten Stamm im Vergleich zum virulenten Stamm, zu erklären. Nach Infektion 
mit Psm 4326 + avrRpt2 kam es zu einer schnellen Bildung von phenolischen 
Polymeren und zur Ausbildung einer HR. Da in den Monolignolbiosynthese Mutanten 
vielfach die Menge an vorhandenen Monolignolen reduziert oder verändert ist, 
konnten diese wahrscheinlich nur langsamer, oder in geringerem Ausmaß nach 
Pathogeninfektionen in die Zellwand eingebaut werden. Somit wurden die 
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Pseudomonaden nicht rechtzeitig am Wachstum gehindert und vermehrten sich in 
den Mutanten besser als in den Wildtyp-Pflanzen. Da die Anhäufung und der Einbau 
der phenolischen Polymere in der Interaktion mit den virulenten Pseudomonaden 
später und langsamer von statten ging, spielten hier die Veränderungen im 
Ligningehalt und der -zusammensetzung vermutlich eine nicht ganz so große Rolle. 
Die virulenten Bakterien vermehrten sich sowohl im Wildtyp als auch in den Mutanten 
schon bevor phenolische Polymere angehäuft wurden stärker als das bei den 
avirulenten Bakterien in Wildtyp-Pflanzen der Fall war. Deswegen war der 
Unterschied zwischen Wildtyp und Mutanten nach der Infiltration mit Pst DC3000 
wahrscheinlich nicht so groß. 
Zusammenfassend konnte man nach den Alternaria Infektionen keinen eindeutigen 
Trend erkennen, welche Ligninveränderung zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber 
Alternaria brassicicola führte. Es waren sowohl Mutanten mit reduziertem 
Ligningehalt, als auch welche mit veränderter Ligninzusammensetzung anfälliger als 
der zugehörige Wildtyp. In beiden Fällen war allerdings keine strikte Zuordnung 
möglich, denn Mutanten wie Gccr1 und Sccr1, deren Ligningehalt reduziert ist, 
zeigten die gleiche Reaktion wie Wildtyp-Pflanzen. In einer vorangegangen 
Untersuchungen wurde bei omt Mutanten in Hirse keine Veränderungen der 
Anfälligkeit gegen Alternaria festgestellt (Funnell und Pedersen, 2006). In dieser 
Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass beide Arabidopsis omt Mutanten 
anfälliger gegen Alternaria brassicicola waren. Bei einer Untersuchung des 
Arabidopsis Transkriptoms nach Alternaria Infektion wurde ein Peroxidase-Gen 
induziert und das CAD1-Gen reprimiert, sonst wurden keine weiteren auffälligen 
Lignin- oder Monolignolbiosynthese Gene beobachtet (Schenk et al., 2000). 
5.1.6 Schlussfolgerungen für Papier und Futtermittelindustrie 
Für Papier- und Zellstoffherstellung spielen Pflanzen deren Ligninzusammensetzung 
verändert ist eine wichtige Rolle. Insbesondere Pflanzen, in denen das Verhältnis 
von S- zu G- Lignin erhöht ist. Auf diese Art modifiziertes Lignin kann einfacher mit 
Hilfe von Chemikalien aus dem Rohmaterial entfernt werden, Zellulose ist somit 
leichter zugänglich (Reddy et al 2005). Aus dem gleichen Grund wären Pflanzen in 
denen die Aldehyde der Monolignole ins Ligninpolymer eingebaut werden für die 
Papierindustrie interessant, da die Aldehyde eine höhere Löslichkeit nach alkalischer 
 V Diskussion 
 158 
Behandlung aufweisen und somit besser als die zugehörigen Alkohole aus dem 
Zellwandmaterial gelöst werden können (Grabber, 2005).  
Somit wären besonders Pappeln mit verringerter Expression von den Homologen zu 
CAD-D, CCR1 und CCoAOMT interessant. Bei den zugehörigen Arabidopsis 
Mutanten wurde entweder Sinapylaldehyd ins Ligninpolymer eingebaut wird (cad-D), 
oder das S/G Verhältnis war erhöht (ccr1 und ccomt1). Hu et al. (1999) und Leplé et 
al. (2007) konnten zeigen, dass in Pappeln, in denen die Expression von 4CL und 
CCR verringert wurde, die Reduktion im Ligningehalt durch eine Erhöhung an 
Zellulose ausgeglichen wurde, was einen zusätzlichen positiven Effekt auf die 
Zellstoffgewinnung hatte. Bisher wurden keine Untersuchungen zu Effekte der 
Mutationen auf erhöhte oder reduzierte Pathogenanfälligkeiten durchgeführt (Leplé et 
al., 2007). 
Im Gegensatz zur Papierherstellung sind Pflanzen mit erhöhtem S/G Verhältnis für 
die Futtermittelindustrie nicht von Interesse, da die Verdaubarkeit der Pflanzen 
dadurch nicht verbessert wird (Reddy et al 2005). Dafür erhöht eine Reduktion des 
Ligningehalts die Verdaubarkeit der Pflanzen erheblich (Gou et al., 2001; He et al., 
2003; Leplé et al., 2007). Dabei müssen die Vorteile der Ligninreduktion gegenüber 
der erhöhten Anfälligkeit gegenüber bakteriellen und pilzlichen Pathogenen 
abgewogen werden. 
5.2 ccr1ccr2 Doppelmutanten 
In dieser Arbeit wurde ein Versuch unternommen, eine ccr1ccr2 Doppelmutante zu 
erstellen. Anhand dieser Mutante sollte untersucht werden, ob der Ligningehalt 
verglichen mit der Gabi ccr1 Mutante weiter reduziert wird, wenn auch das zweite 
CCR-Gen ausgeschaltet ist, und ob es in den Doppelmutanten ebenfalls zu einer 
erhöhten Anfälligkeit gegenüber verschiedenen Pathogenen kommt, wie bei der cad-
C cad-D Mutante, welche in dieser Arbeit getestet wurde. 
Zur Erstellung der ccr1ccr2 Doppelmutante wurde die Gccr1 Mutante und eine SAIL 
ccr2 (Sccr2) Mutante miteinander gekreuzt und die folgenden Generationen auf 
Basta®-getränkter Erde selektioniert. Leider war es im Endeffekt nach vielen 
Versuchen in dieser Arbeit nicht möglich eine ccr1ccr2 Doppelmutante zu erstellen. 
Obwohl viel versprechende Pflanzen auf DNA Ebene beide T-DNA Insertionen (Gabi 
und SAIL) trugen und einen Kockout für beide CCR-Gene zeigten, konnte dies auf 
RNA Ebene nicht bestätigt werden. Möglicherweise sind homozygote 
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Doppelmutanten nicht lebensfähig. Für comt1ccomt1 Doppelmutanten konnten 
ebenfalls keine lebensfähigen homozygoten Pflanzen gefunden werden. Do et al. 
(2007) zeigten dass, comt1ccomt1 Keimlinge in der Entwicklung verzögert waren und 
sich nicht über das Keimlingsstadium hinaus entwickelten. Augenscheinlich waren 
die Mutationen in beiden OMT-Genen zu gravierend, so dass die Doppelmutanten 
nicht lebensfähig waren (Do et al., 2007). Eventuell war dies auch bei den ccr 
Doppelmutanten der Fall, sodass nach der Keimung auf Basta®-getränkter Erde die 
heterozygoten Mutanten besser wuchsen und sich schneller entwickelten als 
potentielle homozygote Mutanten, so dass diese nach der Basta®-Selektion 
aussahen wie einfache Gccr1 Mutanten und daher nicht weiter untersucht wurden. 
Zur Überprüfung dieser Theorie müssten eine große Anzahl Pflanzen ohne vorherige 
Basta®-Selektion untersucht werden. Möglicherweise könnte man in diesem großen 
Pool an Pflanzen, einige ccr1ccr2 Doppelmutanten mittels quantitativer RT-PCR 
ermitteln und hinsichtlich ihres Ligningehalts und der Anfälligkeit gegenüber 
Pathogenen untersuchen. 
5.3 GFP- und getaggte CCR Linien 
Mit Hilfe von CCR GFP-Fusionsproteinen und getaggten CCR Proteinen sollte in 
dieser Arbeit die Lokalisation der CCR Proteine in Arabidopsis-Zellen aufgeklärt 
werden. Dazu wurden Konstrukte für CCR GFP-Fusionsproteine erstellt und diese in 
Arabidopsis thaliana Pflanzen transformiert. Im konfokalen Lasermikroskop sollte die 
Lokalisation von CCR Proteinen in Blätter und Blüten mit Hilfe der CCR GFP-
Fusionsproteine untersucht werden. Leider war es, trotz vorheriger Überprüfung der 
Konstrukte durch Sequenzierung, nicht möglich die Expression der GFP-
Fusionsproteine mittels Mikroskopie und Western Blot Analysen nachzuweisen. Eine 
mögliche Erklärung dafür wäre, dass CCR GFP-Fusionsproteine von den Pflanzen 
nicht toleriert und deswegen schnell degradiert werden, so dass es unmöglich ist, 
diese zu detektieren. Eine weitere Möglichkeit warum die CCR GFP-Konstrukte nicht 
funktionieren wäre, dass die GFP DNA Sequenz C-Terminal an die CCR Sequenz 
kloniert wurde. Vielleicht begünstigt dies eine Degradation. 
Zur weiteren Charakterisierung der CCR Proteine wurden diese zusätzlich mit einem 
myc-Tag bzw. HA-Tag versehen. Hiermit sollte untersucht werden, ob es sich um 
lösliche oder um Membran-gebundene Proteine handelt und mit welchen Proteinen 
die CCR Proteine interagieren. Allerdings konnten auch hier im Western Blot weder 
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HA- noch myc-getaggte Proteine nachgewiesen werden, was wiederum dafür spricht, 
dass diese nicht toleriert und abgebaut wurden.  
Eine weitere Möglichkeit zur Lokalisation der CCR Proteine wäre primäre Antikörper 
zu verwenden (Ruelland et al., 2003). Ruelland et al. (2003) konnten mit Hilfe von 
primären Antikörpern gegen CCR, CAD und COMT zeigen, dass diese 
Monolignolbiosynthese Enzyme bei Mais und Zuckerrohr hauptsächlich im Zytosol 
lokalisiert sind. 
5.4 Komplementation der ccr Mutanten durch Überexpression und 
 mit CCR-verwandten Genen 
Mit Hilfe von komplementierten ccr Mutanten sollte gezeigt werden, dass die 
Funktion der CCR Proteine evtl. auch von CCR ähnlichen Proteinen übernommen 
werden kann. Dazu wurden zum einen ccr Mutanten mit CCR1- und CCR2- 
Überexpressionskonstrukten und zum anderen mit CCR-ähnlichen Genen 
(At4g27250 und At5g19440) transformiert. ClustalW und Phylogramme zeigten, dass 
At5g19440 am engsten mit den CCR Genen verwandt ist und At4g27250 am 
weitesten entfernt war.  
Weiterhin wurden in Col-0 und Ws-0 Wildtyp-Pflanzen ebenfalls CCR1 und CCR2, 
wie auch die CCR-ähnlichen Gene At4g27250 und At5g19440 überexprimiert. In 
diesen Pflanzen sollte ermittelt werden, ob sich durch eine Überexpression der CCR-
Gene der Ligningehalt, oder die Ligninzusammensetzung ändert.  
In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bei komplementierten 
fah1-2 + 35S::F5H Mutanten ein Wildtyp Ligningehalt nachgewiesen werden (Meyer 
et al., 1998; Marita et al., 1999) konnte. Weiterhin wurde in F5H-überexprimierenden 
Pflanzen, konnte beobachtet, dass sich die Ligninzusammensetzung gegenüber den 
Wildtyp-Pflanzen veränderte (Meyer et al., 1998; Franke et al., 2000).  
Leider fehlte mir die Zeit um die erzeugten Mutanten hinreichend zu analysieren. 
5.5 Detailstudien zu CCR-Gene 
In vorherigen Arbeiten wurde bereits ein generelles Expressionmuster für CCR1 und 
CCR2 erstellt (Lauvergeat et al., 2001). Es konnte eine schwache aber konstitutive 
CCR1 Expression in Blättern und Blüten und eine starke im Stängel gezeigt werden. 
CCR2 zeigte eine sehr schwache konstitutive Expression in Blättern, Blüten und 
Stängeln. Allerdings wurde nach Xanthomonas campestris Infektion die Expression 
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von CCR2, aber nicht die von CCR1 induziert. Aufgrund der Pathogenstudien, die in 
dieser Arbeit durchgeführt wurden, und der interessanten Ergebnisse die diese bei 
den ccr Mutanten ergaben, habe ich mich für eine detaillierte Untersuchung der CCR 
Expression in Arabidopsis entscheiden. Für die CCR Expressions-Studien wurden in 
dieser Arbeit Promotor-GUS Linien (zur Verfügung gestellt von Dr. L. Jouanin) 
verwendet, sowie semi-quantitative RT-PCR und Northern Blot Analysen 
durchgeführt. Hierbei sollte einerseits geklärt werden, in welchen Organen die CCR 
Gene exprimiert werden und ob die Expression der CCR Gene mit der 
Lignineinlagerung übereinstimmt. Andererseits sollte untersucht werden, ob es 
Unterschiede der CCR1 und CCR2 Expression nach Pathogeninfektion sowie 
Verwundungen gab. 
5.5.1 CCR-Expression in Arabidopsis Blüten 
Aus früheren Arbeiten war bekannt, dass unter anderem Lignin zur Entlassung der 
Pollen aus dem Staubbeutel in die Endothecien eingelagert wird (Scott et al., 2004; 
Keijzer 1987; Bonner und Dickinson, 1989). In dieser Arbeit sollte nun überprüft 
werden, ob die CCR Gene eine Rolle dabei spielen. Für diese Studien wurden die 
Promotor-GUS Linien verwendet, da man hierbei genau untersuchen kann in 
welchem Organ und Blütenstadium eine CCR Expression in der Blüte stattfindet. 
Mit Hilfe der Promotor-GUS Linien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
CCR1 und CCR2 in Blüten verschiedener Entwicklungsstadien unterschiedlich stark 
exprimiert werden (s. Kapitel 4.4.1.3 und Kapitel 4.4.1.2). So konnte für beide CCR-
Gene gezeigt werden, dass je weiter eine Blüte in ihrer Entwicklung fortgeschritten 
ist, in desto mehr Blütenorganen wurden CCR1 und CCR2 exprimiert (s. Abbildung 
IV.14 und IV.15). Weiterhin konnte in der CCR2 Promotor-GUS Linie eine leichte 
Verschiebung der CCR2-Expression hin zu späteren Entwicklungsstufen, im 
Vergleich zur CCR1-Expression, gemessen mit Hilfe der CCR1 Promotor-GUS Linie, 
gezeigt werden. Die Ergebnisse aus den Promotor-GUS Studien wurden mittels 
semiquantitativer RT-PCR bestätigt (s. Kapitel 4.4.1.5), die Expression von CCR1 
war in "Stadium 3" Blüten, also nach der Selbstbestäubung, wenn sich die Blüte 
wieder schließt, 3,5-fach höher als in jungen, noch geschlossenen Blüten. 
Mittels der GUS-Färbung konnte eine CCR1 und CCR2 Expression in den 
Staubbeuteln schon in frühen Stadien gezeigt werden, allerdings nahm die Häufigkeit 
und Stärke der Färbung, mit fortschreitender Entwicklung der Blüte zu. Diese hier 
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gezeigte Expression von CCR1 und CCR2 in den Staubbeuteln stimmt also mit der 
vermuteten Funktion von Lignin in Blüten von (Scott et al., 2004) überein.  
Die Expression der CCR Gene in den weiblichen Organen (Griffel, Narbe und 
Fruchtknoten) kann so allerdings nicht erklärt werden. Möglicherweise ist die 
Zunahme der CCR Expression mit fortschreitendem Entwicklungsstadium der Blüte 
ein Hinweis auf eine Beteiligung der CCR Gene an anderen Vorgängen als der 
Monolignolbiosynthese. So könnte die CCR Gene evtl. eine Rolle in der Suberin- 
oder Lignanbiosynthese spielen. Ähnliches wurde aufgrund einer hohen Expression 
in Blüten ebenfalls als mögliche zusätzliche Funktion für CAD-D vorgeschlagen 
(Sibout et al., 2003). Weiterhin gibt es neben den 2 CCR Genen noch mindestens 5 
weitere CCR-ähnliche Gene, die keine bekannte Funktion in der 
Monolignolbiosynthese haben, daher liegt es nahe zu vermuten, dass weitere 
Substrate neben p-Coumaroyl CoA, Feruloyl CoA und Sinapoyl CoA reduziert 
werden können (Costa et al., 2003; Raes et al., 2003). 
Weiterhin waren die Expressionsmuster der beiden CCR Gene in Blüten sehr 
ähnlich, was auf eine gewisse Redundanz der Gene hinweisen könnte. 
5.5.2 Korrelation von CCR-Expression und Lignineinlagerungen in Arabidopsis 
Blüten 
Nach den CCR GUS-Expressionsstudien wurde die CCR-Expression mit der 
tatsächlichen Einlagerung von Lignin in die Blüten verglichen. Dazu wurden GUS-
gefärbte Blüten zusätzlich mit Safranin gefärbt. Safranin färbt das Lignin, auf Grund 
der phenolischen Hydroxylgruppen, rot an (Lewis und Yamamoto, 1990; Srebotnik 
und Messner, 1994; Méchin et al., 2005). 
Mit der Kombination von GUS- und Safraninfärbung konnte gezeigt werden, dass in 
"Stadium 1" Blüten, in denen noch keine GUS-Färbung gezeigt werden konnte, 
schon Staubbeutel und Griffel Safranin-gefärbt sind. In späteren Entwicklungsstadien 
sind ebenfalls nur Staubbeutel und Griffel Safranin-gefärbt, während immer mehr 
Blütenorgane GUS-gefärbt wurden. Somit scheint die CCR-Expression nur bedingt 
mit der tatsächlichen Einlagerung von Lignin zu korrelieren.  
Die Ergebnisse warfen folgende Fragen auf:  
• Wie wurde Safranin-gefärbtes Gewebe gebildet, obwohl dort keine CCR 
Expression gefunden wurde? 
• Ist Ligninbildung ohne CCR Expression möglich? 
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• Wie kommt es zu einer CCR Expression in ungefärbtem Gewebe? 
Um Ungenauigkeiten auf Grund der weniger spezifischen Safraninfärbung 
auszuschließen und zur weiteren Überprüfung der Lignineinlagerung in Arabidopsis 
Blüten, wurde diese anschließend in Blüten der ccr Mutanten, sowie der zugehörigen 
Wildtyp-Pflanzen untersucht. Dazu wurde das in Blüten verschiedener 
Entwicklungsstadien eingelagerte Lignin mittels der spezifischeren Phloroglucinol-
HCl-Färbung angefärbt. Die Coniferaldehyd-Endgruppen der Guaiacyl-Lignine bilden 
mit dem Farbstoff ein gefärbtes Kondensationsprodukt (Adler et al., 1948; Sarkanen 
und Ludwig, 1971; Lewis und Yamamoto, 1990). Leider war es nicht möglich zuvor 
GUS-gefärbte Blüten mit der Phloroglucinol-HCl-Färbung zu kombinieren, daher 
wurde auf die Kombination von GUS- und Safranin-Färbung zurückgegriffen. 
Die Phloroglucinol-HCl-Färbungen bestätigten die Ergebnisse aus den vorherigen 
Safranin-Färbungen. So konnten in Wildtyp wie auch in ccr2 Pflanzen 
Lignineinlagerungen nur in Staubbeuteln und Griffel von "geöffneten" und "Stadium 
3" Blüten nachgewiesen werden. In der Asccr1 Mutante wurde hingegen weder in 
"geöffneten", noch in "Stadium 3" Phloroglucinol-HCl gefärbten Staubbeutel 
beobachtet. Das ist möglicherweise auf die 40%-ige Ligninreduktion (Goujon et al., 
2003a) in dieser Linie zurückzuführen. Da auch die cad-C cad-D Doppelmutante eine 
40%-ige Ligninreduktion aufweist wäre es zukünftig ein wichtiger Punkt zu erfahren, 
ob die Staubbeutel der cad-C cad-D Doppelmutante mit Phloroglucinol-HCl angefärbt 
werden. In Col-0 Blüten im "Stadium 1" waren nur wenige Staubbeutel gefärbt, in 
"geöffneten" und "Stadium 3" Blüten wurden alle Staubbeutel durch Phloroglucinol-
HCl angefärbt, jedoch nicht wie in Ws-0 und allen Mutanten im Ws-0 Hintergrund der 
Griffel. In der Gccr1 Mutante waren im Gegensatz zu Col-0 auch schon in Blüten im 
"Stadium 1" alle Staubbeutel angefärbt. Die Anfärbung der Staubbeutel in jungen 
Blüten bei der Gccr1 Mutanten steht im Gegensatz zur fehlenden Färbung der 
Staubbeutel bei der Asccr1 Linie. Eigentlich sollte man davon ausgehen, dass beide 
ccr1 Mutanten ähnliche Phloroglucinol-HCl-Färbungen und somit 
Lignineinlagerungen aufweisen. Möglicherweise gehen die abweichenden 
Ergebnisse darauf zurück, dass die Mutanten in unterschiedlichen Ökotypen erzeugt 
wurden, Gccr1 in Col-0 und Asccr1 in Ws-0. Da bei der Phloroglucinol-HCl-Färbung 
auch Unterschiede zwischen den Ökotypen Ws-0 und Col-0 deutlich wurden, könnte 
dies eventuell auch die Unterschiede bei den Färbungen der Gccr1 und Asccr1 
Mutenten erklären. 
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Aufgrund dieser Ergebnisse scheint es möglich, dass die CCR-Gene zusätzlich zur 
Monolignolbiosynthese auch eine Rolle in der Blütenentwicklung spielen. Es ist 
bekannt, dass für die Dehiszenz der Staubbeutel und somit für die Entlassung der 
Pollen aus den Staubbeuteln, Kallose und Lignin in Endothecien eingelagert werden 
(Keijzer 1987; Bonner und Dickinson, 1989; Scott et al., 2004). Dies konnte auch von 
Mizuno et al. (2007) und Yang et al. (2007) gezeigt werden, die mit Hilfe der 
Phloroglucinol-HCl-Färbung nachwiesen, dass Staubbeutel und hier insbesondere 
Endothecien lignifiziert sind. Allerdings konnte bis jetzt kein Zusammenhang 
zwischen Monolignolbiosynthese Genen und der Blütenentwicklung insgesamt 
gezeigt werden. 
5.5.3 CCR-Expression in Arabidopsis Blättern 
Zur weiteren Charakterisierung der CCR-Expression, hinsichtlich der Unterschiede 
zwischen CCR1 und CCR2 bei der konstitutiven und induzierten Expression 
(Lauvergeat et al., 2001) wurde in Arabidopsis Blättern die CCR Expression nach 
Verwundung und Pathogeninfektion untersucht. Hierfür wurden, um den Ort der 
Expression sichtbar zumachen, Promotor-GUS Linien verwendet. Weiterhin wurden 
zur Darstellung möglicher Unterschiede in der Expressionshäufigkeit semi-
quantitative PCRs durchgeführt. 
In CCR2 Promotor-GUS Linien konnte gezeigt werden, dass CCR2 nach 
Verwundung von Blättern induziert wurde. Das Ergebnis der semi-quantitiativen PCR 
bestätigte diese Beobachtung, hier war die CCR2-Expression in verwundeten 
Blättern, im Vergleich zur Kontrolle, mehr als 4-fach erhöht. Diese Ergebnisse 
ergänzen somit das für CCR2 beobachtete Expressionsschema (Lauvergeat et al., 
2001). Bis jetzt war allerdings nur bekannt, dass CCR2 nach Pathogeninfektion 
induziert wurde. 
Nach Pseudomonas Infektion wurde in den CCR1 Promotor-GUS Linien eine 
Expression um die Infiltrationsstelle herum beobachtet, die auch 8 Stunden nach der 
Infiltration, im Gegensatz zur MgCl2 infiltrierten Kontrolle, noch nachweisbar war. Die 
Induktion der CCR1-Expression nach Pathogeninfektion wurde durch die Ergebnisse 
der semi-quantitativen PCR bestätigt. Es konnte gezeigt werden, dass CCR1 in 
Pseudomonas infizierten Arabidopsis Blättern mehr als 7-fach stärker exprimiert 
wurde als in den Kontrollblättern (s. Kapitel 4.4.2.3 und 4.4.2.4). Weiterhin wurde 
mittels Northern Blot die CCR1-Expression in unbehandelten Blättern und in Blätter 
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nach Pseudomonas Infektion in ccr2, Ws-0, Gabi ccr1 und Col-0 verglichen. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass auch in Ws-0 die CCR1-Expression nach Pst Infiltration 
induziert wurde. In der ccr2 Mutante war die CCR1-Expression verglichen mit Wildtyp 
Ws-0 in unbehandelten und infizierten Blättern erhöht, was auf einen "cross-talk" 
zwischen den beiden CCR-Genen hinweist. Derikvand et al. (2008) konnten im 
Gegenzug zeigen, dass in der Gccr1 Mutante CCR2 exprimiert wurde, im Wildtyp 
allerdings nicht. 
Der Begriff "cross-talk" ist vor allem aus der Signaltransduktion bekannt, hier 
bezeichnet er ein komplexes Zusammenspiel von regulatorischen Interaktionen 
verschiedener Signaltransduktionswege in der Pflanzenabwehr, die sich gegenseitig 
beeinflussen (Bostock, 2005; Koornneef und Pieterse, 2008).  
In dieser Arbeit scheinen beide CCR Gene einer gemeinsamen Regulation zu 
unterliegen, so dass, wenn eines der beiden Gene mutiert ist, das andere CCR Gen 
verstärkt exprimiert werden kann. 
In Pst infizierten Col-0 Blättern war nur eine schwache CCR1 Induktion zuerkennen, 
in der Gccr1 Mutante, die einen um etwa 40% reduzierten Ligningehalt aufwies (s. 
Kapitel 4.4.3; Derikvand et al. 2008), wurde kein Transkript der passenden Größe 
gebildet (s. Kapitel 4.4.2.5).  
Mit Alternaria infizierte Blätter zeigten in den GUS-Färbungen CCR1- und CCR2-
Expression um die Infektionsstelle herum, was erneut auf eine Pathogen-
Induzierbarkeit beider CCR Gene hinweist. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern bzw. widerlegen die 2001 von Lauvergeat et 
al. (2001) veröffentlichten Daten. So konnte in dieser Arbeit für CCR1 gezeigt 
werden, dass eine Induktion nach einer Pathogeninfektion stattfindet. Möglicherweise 
können die divergierenden Ergebnisse zur Arbeit von Lauvergeat et al. (2001) durch 
die unterschiedlichen Pathogene, welche zur Infektion der Mutanten verwendet 
wurden, erklärt werden. So verwendeten Lauvergeat et al. (2001) Xanthomonas 
campestris pv. campestris, welche vor allem die Leitbündel infizieren und nach 
Infektion im Ökotyp Col-0 eine Hypersensitive Reaktion auslösten (Lauvergeat et al. 
2001). 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass CCR2 nach Verwundung ebenso exprimiert 
wurde, wie nach Infektion mit dem nekrotrophen Pathogen Alternaria brassicicola. 
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5.5.4 Zusammenfassung CCR-Expression in Blüten und Blättern von 
Arabidopsis thaliana 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass CCR1 in Blüten exprimiert wurde. 
Hierbei war allerdings das Entwicklungsstadium der Blüte entscheidend für die 
Stärke und den Ort der Expression. In Blättern konnte eine Induktion der CCR1-
Expression nach Pathogeninfektion mit zwei sehr verschiedenen Pathogenen 
(hemibiotrophhen Pseudomonas Bakterien und nekrotrophen Pilzen) nachgewiesen 
werden. Des Weiteren zeigte die ccr2 Mutante eine stark erhöhte CCR1-Expression, 
was auf einen "cross-talk" zwischen CCR1 und CCR2 hinweist. 
Die CCR2-Expression in Blüten war ebenfalls abhängig vom Entwicklungsstadium 
der Blüte. In Blättern konnte die von Xanthomonas campestris bekannte Pathogen-
Induzierbarkeit mit Pseudomonas syringae bestätigt und eine erhöhte CCR2-
Expression nach Verwundung beobachtet werden.  
5.6 Ligningehalt und Lignineinlagerung der Gabi ccr1 Mutante 
Im Rahmen der Untersuchungen der CCR-Gene wurde auch die Gccr1 Mutante 
näher analysiert. Sie fiel phänotypisch auf, da sie kleiner war als der Wildtyp Col-0 (s. 
Abbildung IV. 32). Deshalb habe ich Ligningehalt und Lignineinlagerung bei Mutante 
und Wildtyp bestimmt. 
Ich konnte zeigen, dass der Ligningehalt um circa 40% reduziert war. Dies Ergebnis 
wird durch die von Derikvand et al. (2008) bestimmte Ligninreduktion bestätigt. 
Weiterhin konnte mit Hilfe der Fasga Färbung gezeigt werden, dass die Gccr1 
Mutante dünnere Zellwände im Xylem aufwies, sowie deformierte Zellen (s. 
Abbildung IV. 31C und D). Für die irx4 (irregular xylem 4) Mutante, eine weitere ccr1 
Mutante, in Arabidopsis (Jones et al., 2001) und auch für Tabak CCR-Antisense 
Linien (Piquemal et al., 1998) konnte gezeigt werden, dass diese im Xylem 
kollabierte und deformierte Zellen aufwiesen. Turner and Somerville (1997) schlugen 
für weitere irx Mutanten, mit kollabierten Xylemzellen vor, dass dies eine Folge der 
negativen Druckverhältnisse ist, welche während der Transpiration entstehen. 
5.7 Zusammenfassender Ausblick / Schlussfolgerung 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht immer ein direkter 
Zusammenhang zwischen verändertem Ligningehalt, oder Ligninzusammensetzung 
und der Anfälligkeit gegenüber Alternaria brassicicola, Blumeria graminis, 
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Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 und Pst + avrRpt2 hergestellt werden 
konnte. Nur in manchen Fällen waren alle Mutanten einer Genfamilie anfälliger 
gegen ein Pathogen. Hier ist besonders die erhöhte Anfälligkeit der ccr Mutanten 
gegen Blumeria graminis zu nennen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die 
Mutanten, mit der höchsten Reduktion im Ligningehalt (Asccr1 und cad-C cad-D), 
ähnlich verhielten und anfälliger für fast alle getesteten Pathogene waren. Außerdem 
wurde gezeigt, dass neben der Ligninreduktion auch die Ligninzusammensetzung 
eine wichtige Rolle spielt. So zeigte die f5h1 Mutante, die keine Veränderungen im 
Ligningehalt aufwies, jedoch kein S- Lignin synthetisieren konnte, erhöhte Anfälligkeit 
gegen beide Pseudomonas-Stämme und Alternaria brassicicola. Zur Anwendung der 
aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse für industrielle Interessen, müssten mit 
den entsprechenden Mutanten in Pappeln oder Luzerne zur Überprüfung der 
Ligninveränderungen und Pathogenanfälligkeit weitere Lignin- und Pathogentests 
durchgeführt werden. Hierbei sollten vor allem Pathogene wie Discosporium 
populeum, der Erreger des Rindenbrands (Butin, 1996; Metzler, 2006; Cellerino, 
1999), Pollaccia sp. (Triebspitzenkrankheit) (Butin, 1957; Funk, 1988 und 1989; 
Cellerino, 1999) und Melampsora spp. (Pappelrost) (Cellerino, 1999) getestet 
werden, welche bei jungen Pappeln zu großen Schäden führen.  
Weiterhin konnte in dieser Arbeit ein Beitrag zur Aufklärung der Expression von 
CCR1 und CCR2 in Blüten und Blätter geleistet werden. Die Expression beide CCR-
Gene verstärkt sich in Blüten mit zunehmendem Entwicklungsstadium und breitete 
sich in immer mehr Blütenorganen aus. Allerdings wurde mittels Ligninfärbungen 
nachgewiesen, dass die CCR1- und CCR2-Expression nicht mit der 
Lignineinlagerung in den Blüten korrelierte, was ein Hinweis auf eine Rolle der CCR-
Gene in anderen Vorgängen als der Lignifizierung war. In Blättern wurde eine 
Induktion der CCR1-Expression nach Infektion mit Pseudomonas syringae + avrRpt2 
gezeigt. In der ccr2 Mutante konnte zudem noch eine erhöhte CCR1-Expression in 
unbehandelten und infiltrierten Blättern nachgewiesen werden, was auf einen "cross-
talk" zwischen CCR1 und CCR2 hindeutete. Nach Verwundungen der Blätter wurde 
die Expression von CCR2 induziert. Zur Vervollständigung der Expressionsanalysen 
sollte die CCR-Expression in Wurzeln und bei der Entwicklung von Keimlingen 
untersucht werden.  
Nachdem in dieser Arbeit keine homozygote ccr1ccr2 Mutante gefunden werden 
konnte, sollten Pflanzen in großer Anzahl ohne vorherige Basta®-Selektion überprüft 
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werden. Möglicherweise können hier Doppelmutanten gefunden werden, die 
aufgrund der gravierenden Mutationen nicht über das Keimlingsstadium hinaus 
lebensfähig sind. 
In zukünftigen Arbeiten sollten die hier erstellten Komplementationslinien genutzt 
werden, um zu klären, ob durch Komplementation mit CCR- oder CCR-verwandten 
Genen der Wildtyp-Ligninphänotyp wieder hergestellt werden kann. Weiterhin sollte 
überprüft werden, ob die transformierten Pflanzen sich nach Pathogeninfektion 
wieder wie der Wildtyp verhalten, oder wie die verwendeten ccr Mutanten. 
Außerdem sollten zur Klärung der Lokalisation der CCR-Proteine, Studien mit 
primären anti-CCR1 und anti-CCR2 Antikörpern durchgeführt werden. Hierbei wäre 
es besonders interessant zu klären, ob die Proteine in verschiedenen Organen wie 
Blüten, Blättern oder Stängeln, sowie nach Pathogeninfektion an unterschiedlichen 
Stellen der Zelle oder Zellwand zu finden sind. 
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VI Zusammenfassung 
Pflanzen mit reduziertem oder verändertem Ligningehalt sind ein Ziel für industrielle 
Zwecke, da sie den Energieaufwand in der Papierherstellung reduzieren und Biomasse 
produzierten könnten, die bessere fermentierbare Eigenschaften besäße. Lignin ist ein 
wasserunlösliches Polymer aus komplex kondensierten Phenylpropanoid-Untereinheiten. 
Das Enzym Cinnamyl-CoA-Reduktase (CCR) katalysiert die Synthese von 
Cinnamaldehyden aus den korrespondierenden CoA Estern der Zimtsäuren, bevor die 
Aldehyde durch Cinnamylalkohol Dehydrogenasen weiter reduziert werden zu 
Monolignolen. Die Monolignoluntereinheiten werden unter der Kontrolle von Peroxidasen 
und Hilfsproteinen (Dirigent-Proteinen) stereoselektiv oxidativ miteinander verbunden 
und bilden dabei ein zufälliges Polymer aus. Lignin kommt in der sekundären 
Pflanzenzellwand vor und ist eine essentielle Komponente von Leit- und Stützgeweben 
(z. B. Holz). Lignin ist sehr widerstandsfähig gegen enzymatischen Abbau und aufgrund 
seiner undurchdringlichen Eigenschaften ist die Einlagerung von Lignin in primäre 
Zellwände Bestandteil der Abwehr gegen Infektionen. Ziel dieser Arbeit war die Rolle von 
Lignin in der Abwehr von Pathogenen in der Modellpflanze Arabidopsis im Rahmen einer 
binationalen Zusammenarbeit zu untersuchen.  
Zehn Arabidopsis thaliana Ligninbiosynthesemutanten, die veränderten Ligningehalt 
oder -zusammensetzung aufwiesen, wurden für die Tests von einem 
Kooperationspartner zur Verfügung gestellt. Die Interaktionsphänotypen von 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (virulent und avirulent Stämme), dem 
nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola und dem obligat-biotrophen Nichtwirt-Pathogen 
Blumeria graminis f. sp. hordei mit den Mutanten wurde untersucht und mit Wildtyp-
Pflanzen verglichen.  
Die Kontrolle und der Ort der Expression der CCR1 und CCR2 Gene wurde mit 
Reporterlinien untersucht, die von einem Partner zur Verfügung gestellt wurden. 
Generell korrelierte ein erhöhtes Pathogenwachstum mit verändertem oder reduziertem 
Ligningehalt. Es wurde mit den uidA Reporter Linien eine erhöhte Expression von CCR1 
und CCR2 in Blättern nach Infektion gefunden, was durch semi-quantitative PCR und 
Northern blot Analyse bestätigt werden konnte. Zusätzlich konnte eine Gewebs- und 
Entwicklungsspezifische Expression von CCR1 und CCR2 in Blüten gezeigt werden.  
Die Ergebnisse, die hier vorgestellt werden und die gesamten Ergebnisse aus der 
Zusammenarbeit zeigen, dass der Verlust von Monolignolbiosynthesegenen tatsächlich 
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den Gehalt und die Zusammensetzung von Lignin veränderten. Allerdings geht dies mit 
einem Risiko für erhöhte Anfälligkeit gegenüber verschiedenen Pathogenen einher. 
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VII Summary 
Producing plants with reduced or suitably altered lignin are desirable industrial goals 
allow reduced energy input in paper mills and to obtain biomass that can be more 
efficiently fermented. Lignin is a water-insoluble complex phenolic polymer made up of 
condensed phenylpropanoid subunits. The enzyme Cinnamyl CoA reductase (CCR) 
catalyses the synthesis of cinnamaldehydes from the corresponding CoA esters of the 
cinnamic acids prior to their further reduction by cinnamylalcohol dehydrogenases to 
monolignols.The monolignol subunits undergo stereoselective oxidative coupling under 
the control of peroxidases and an auxillary (dirigent) protein to produce a random 
polymer. Lignin is present in secondary plant cell walls and is an essential component of 
conducting and supportive structural tissue (e.g. wood) in the plant body. Lignin is very 
resistant to enzymatic attack and due to its impervious nature, lignin deposition in 
primary cell walls is a component of plant defence against infection.  
The purpose of this work, which was part of a collaborative project between several 
groups, was to address different aspects of the role of lignin in defence in the model 
plant A. thaliana.  
Ten Arabidopsis thaliana lignin biosynthesis mutants which had altered lignin amount 
and composition were provided by the other partners for testing. The interaction 
phenotype of Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (virulent and avirulent strains), 
the necrotrophic fungus Alternaria brassicicola and the non-host obligate biotroph 
Blumeria graminis f. sp. hordei with mutant plants was investigated microscopically and 
compared to wild type plants. The control and localization of the expression of the CCR1 
and CCR2 genes coding for two CCR isozymes was investigated using reporter 
construct lines provided by the other partners. 
One can say that, in general, increased pathogen growth was correlated with altered and 
reduced lignin content. Increased CCR1 and CCR2 expression in leaves was shown 
after infection in uidA reporter gene lines and confirmed by semi-quantitative PCR and 
Northern blot analysis. In addition the tissue and developmental specific expression of 
CCR1 and CCR2 in flowers was shown. 
The results presented here and the overall results of the collaborative project clearly 
show, that deleting monolignol biosynthetic genes can in fact reduce lignin content 
and/or composition. However, this comes with the risk of increased susceptibility to 
various pathogens. 
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